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Garungs-Co-Enzym (Co-Zymase) der Hefe. I. 


Von 
Hans vy. Euler und Karl Myrbiick. 


Mit 5 Figuren im Text. 





(Aus dem biochemischen Laboratorium der Universitat Stockholm.) 


Der Redaktion zugegangen am 10. Juli 1923. 
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Die auBerordentlich wichtige Rolle, welche der 1906 von 
Harden und Young?) entdeckte und Co-Enzym benannte Bio- 


') Harden u. Young, Proc. Royal Soc. B Bd. 78, S. 369 (1906). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXXXI. 13 
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katalysator der Hefe fiir den biologischen Kohlehydratabbau spielt, 
macht es wiinschenswert, die Reinigung dieses chemisch noch 
ganz unbekannten Stoffes mit den modernen Hilfsmitteln zu yey. 
suchen, und wir haben deshalb im hiesigen Laboratorium unseye 
friiheren Versuche wieder in gréBerem MaBstab aufgenommen. 

Wie bei der Reinigung der Enzyme haben wir es ls 
unsere erste Aufgabe betrachtet, eine Methode fiir die quan- 
titative Bestimmung der Wirksamkeit auszuarbeiten und ei) 
brauchbares Ma8 fir die Angabe dieser Wirksamkeit fest. 
zulegen. Dies war um so wiinschenswerter und dringlicher, 
als ein das Girungs-Co-Enzym oft begleitender und ihm ver. 
mutlich nahe stehender Stoff in der Vitaminforschung!) de 
Gegenstand vieler physiologischer Untersuchungen war und ist. 

Von Harden und Young ist bekanntlich das aus dem 
HefepreBsaft gewonnene Co-Enzym der Girung gegeniiber der 
»Zymase“ dadurch gekennzeichnet worden, daf nur ersterer 
Stoff durch ein Gelatinefilter dialysiert, verhiltnismaBig wirme- 
stabil ist, und zu dem durch die Dialyse girungsunwirksa 
gewordenen, thermolabilen Riickstand zugesetzt, denselben 
wieder aktiv macht. 


1. Hefepraparate. 


Die Co-Zymase wird als solche nach ihrer Definition 
durch die Beschleunigung der Garwirkung der ,,Zymase“ der 
Hefe gemessen. 

Um eine einigermaBen sichere Bestimmung zu erzielen, ist es 
zuerst notwendig, ein Co-Zymasefreies Hefepriparat zu bereiten. 

Mit der Bereitung von HefepreBsaft und mit der Dialyse 
desselben sind groBe Schwierigkeiten verbunden. Dazu kommt 
noch der Umstand, daB die Safte nur geringe Haltbarkeit be- 





1) Was die Bezeichnung des in Rede stehenden Stoffes betrifft, so 
wiirden wir es nicht fiir richtig halten, den von den Entdeckern vor- 
geschlagenen Namen wesentlich zu indern, sofern er wie zur Zeit der 
KEntdeckung, nur als Aktivator der alkoholischen Girung in Betracht 
kommt. Bis einerseits das Verhiltnis des Girungsaktivators zum Bio- 
katalysator D des Zuwachses, andererseits diejenige Zymasekompouent’ 
aufgeklirt ist, welche durch den Hardenschen Aktivator erginzt wird. 
wollen wir also die Bezeichnung Co-Enzym der Zymase, oder verkiirz' 
Co-Zymase beibehalten. 
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sitzen. Die Trockenhefe dagegen ist unbegrenzt haltbar, 
und gewisse Sorten von Trockenhefen kénnen leicht durch ein- 
faches Waschen von der Co-Zymase befreit werden.?) 


Ein zu Co-Zymasebestimmungen geeignetes Hefepraparat 
erhielten wir am besten folgendermaBen: Untergirige Bierhefe 
wird gewaschen und getrocknet. Man bereitet zweckmaBig 
einige Kilo. Die getrocknete Hefe wird in einer verschlossenen 
Flasche aufbewahrt. Zu jeder Versuchsreihe wird eine passende 
Hefemenge (10 g) abgewogen. Die Hefe wird mit Wasser ge- 
rieben und quantitativ in eine geraumige Flasche gespiilt. 
Die Flasche wird kriaftig geschiittelt, die Hefe wird abzentri- 
fugiert, wieder in Wasser aufgeschlimmt, geschiittelt und ab- 
zentrifugiert. Die Hefe wird jetzt in etwas Wasser aufgenommen, 
quantitativ in einen 100 com MeBkolben gespiilt, und mit Wasser 
oder Phosphatlésung auf 100 ccm verdiinnt. Mit einer Pipette 
kinnen die gewiinschten Hefemengen in die Giarkolben ge- 
bracht werden. 

Das Volumen der Garlésung betrug 20 com. ‘Temperatur 30°. 


Die Phosphatmenge war 0,35 g PO, (sofern anders nicht 
angegeben ist). — Die Zuckermenge war 1,0g Glukose (sofern 
anders nicht angegeben ist). | 

Die Lésung wurde zuerst mit CO, gesittigt. Die ent- 
wickelte Kohlensiure wurde iiber Quecksilber aufgefangen und 
das Volumen bei Zimmertemperatur gemessen. 


Die nach der obigen Beschreibung ausgewaschene Trocken- 
hefe ist beinahe vollstindig frei von Co-Zymase, d. h. wihrend 
der gewéhnlichen Versuchszeiten (etwa 6 Stunden) wird aus 
der Mischung von Hefe, Zucker, Phosphat und Wasser keine 
Kohlensiure entwickelt. (Nach Verlauf von 6—10 Stunden 
tritt indessen oft eine ziemlich kraftige Garung ein; diese 
Erscheinung, deren Ursache nicht ganz klar ist, ist oftmals 
veobachtet worden.) Beim Zusatz von Co-Zymase (z. B. Koch- 
saft von Hefe) tritt kraiftige Garung ein. Aus einer groSen 


Anzahl Versuche fiihren wir folgendes Beispiel an: 


') Bzgl. Aceton-Dauerhefen s. Iwanoff, Zbl. f. Bakt. Ll. Bd. 24, 
S. 7 (1909). — Harden u. Young, ebenda Bd. 26, 8. 183 (1910). 
18* 
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Tabelle 1. 


Ausgewaschene Hefe. Co-Zymase durch Kochen von Trockenhefe i 
Wasser bereitet. 





A Zeit. ‘Stunden xo Fe 145] 2 | 2] 4 eT i 9 


; 4 . 
| 











oe SS) 


In Ohne Co-Zymase Py = 38] OF OF OF 07 3,5) 6 1265 


4 |Co-Zymase aus 2 g Hefe]p,, = 6,4{ 98/115] 118] i146] — }—] — 
5 5 eR” ys ilies tees 180 §1397183) —- | —] 24s 





























cem CO 


2. Co-Zymasepraparate. 


Wenn man ein Co-Zymasepriparat, ohne Anspruch au! 
Reinheit, braucht, geniigt es, Hefe mit Wasser einige Minuten 
zu kochen. Man kann die Mischung entweder direkt oder nach 
Filtration verwenden. Als Ausgangsmaterial fir die Reinigung 
dient am besten ein durch fraktioniertes Fallen von Hefe- 
extrakten durch Alkohol oder Aceton erhaltenes Co-Zymase. 
priparat. Zwischen 50 und 80°/, Alkohol fallt das Co-Enzym 
ziemlich vollstiindig aus. 

Wie oben gezeigt wurde, gibt es gegenwirtig nur eine 
Moglichkeit, den Co-Zymasegehalt der Praparate zu messen, 
namlich dadurch, daB man die Garungsgeschwindigkeit mift, 
die durch eine bekannte Menge des Priparats hervorgerufen 
wird. Nun ist allerdings, wie unten gezeigt werden soll, die 
Proportionalitat zwischen Co-Zymasemenge und Géarungs- 
geschwindigkeit nicht unbeschrankt, sondern die Geschwindig- 
keit erreicht bald ein Maximum. Nimmt man aber die Co- 
Zymasemenge nicht gréBer als daB die Geschwindigkeit unter 
50°/, der maximalen bleibt, so kann man die Co-Zymasemenge 
mit der Geschwindigkeit proportional setzen. 


3. Die Aktivitats-p,, -Kurve. 
Bei vielen Versuchen tiber Girungsaktivatoren sind die 


Resultate in hohem Grade dadurch beeinfluBt worden, daB die ° 


Aciditat der Lésung nicht genau bestimmt oder nicht konstant 
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gehalten wurde. Wenn man (wie oft geschehen ist) mit kon- 
ut — stanter Zymase- und Co-Zymasemenge bei z. B. py, =5 die 
_ Wirkung s.g. sekundarer Aktivatoren untersucht, mu8 man 


, ' bedenken, daB ein Zusatz von irgendeinem Stoff, der die h 
' 4 herabdriickt, etwa auf p,, = 6,5, eine groBe Beschleunigung 
i : hervorrufen kann, ohne da der Stoff iberhaupt einen Akti- 
Dy | yator enthilt. Wie unten gezeigt werden soll, liegt namlich 
os q das p,-Maximum der Trockenhefegirung bei p,, = 6,5 + 0,3 
a" ; und die Geschwindigkeit der Girung ist bei p, = 5 nur un- 
{< | efahr 50°/, der maximalen. Dieser Punkt liegt demgemiB 


in dem allerschragsten Teil der Kurve, und eine ganz kleine 
Verschiebung des p,, ist durchaus geniigend um groBe Schwan- 
kungen in der Garungsgeschwindigkeit zu verursachen. 





ut Durch eine Untersuchung von Euler und Heintze?) wurde et 
a _ die p,y-Kmpfindlichkeit einer Oberhefe (und zwar einer frischen tie 
oh Hefe) festgestellt. Sie fanden ein sehr breites Optimum von i 

ig ' p,=8 bis py = 7,5. Noch bei p, =2 und bei p, = 8 ist 

e- | die Geschwindigkeit betrichtlich. Durch zwei Versuchsreihen Ps 
e ~—% wit frischer Hefe fanden wir dieses Ergebnis vollig bestatigt. ha 
mM ; \Siehe folgende T'abellen.) ed 
1 Tabelle 2. ly 


1 g frische Hefe (Oberhefe R), Trockengewicht 30°/). 















































n, 

t d 41 Zeit. Stunde Q's Tha 1° 120 1% oom O05 Rel. 

n : A ; ce Stunde | Geschw. 

ie 

_ Po = 2,9 Ey) 35 59 78 | 116 63 82 

7 2] p, = 4,8 24 43 | 73 | 95] 133 13 95 

4 P,, = 5,9 24,5 | 47 | 79 | 104] 142 77 100 4 

s ‘ Py, = 6,8 15,5 | 34 | 64 | 87] 1238 77 100 4 

‘ Py = 12 7 17 | 41 | Gil 93 65 84 : 

Bei den letzten zwei Versuchen tritt eine Erscheinung ; 4 

autage, die bei allen Versuchen, deren p,, > 6,3 ist, wieder- Fs 

’ kehrt. Die Kohlensiiureentwicklung beginnt mit voller Ge- be 

+ schwindigkeit erst nach Verlauf einer gewissen Zeit, die gréBer 


') Euler u. Heintze, Diese Zs. Bd. 108, S. 165 (1919). 


Someta somone: 
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wird, je mehr alkalisch die Lésung urspriinglich war. Wahren 
dieser Zeit wird natiirlich die Kohlensiure als Bicarbonat ge. 
bunden. In demselben Maf8e wird natiirlich auch die Lésung 
saurer. Bei Versuchen in alkalischer Lésung ist es dahe; 
notwendig, durch Zutropfen von NaOH die Lésung bei der. 
selben Aciditaét zu halten, was mit einem geeigneten Indicato; 
kontrolliert wird. Die Giarungsgeschwindigkeit kann durch 
Messung des Kohlensiurevolumens nicht bestimmt werden, 
sondern die Abnahme des Zuckers wird durch Reduktions. 
versuche (Bertrand) gemessen. 


Tabelle 3. 
Frische Hefe (Unterhefe H), Trockengewicht 20°)/,. 
































Nr. | Zeit. Stunden .. . 080 15 » $2 530 

1 py, = 19 7 13 19 ‘ 

2 p= 4,1 29 86 162 181 

3 Py = 7,0 10,5 60 160 184 
eem CO, 


Das Resultat stimmt gut mit dem von Kuler und Heintze 
iiberein. 
Py-Empfindlichkeit der Trockenhefe. 
Wir fiihren sogleich die entscheidenden Versuche an. 


Tabelle 4. 
1 g Trockenhefe. 





























Aciditit Zeit. Stunden Rel. 

Nr. pens Naceeeee fener an es eee 
vor | nach or | ~~ 1 (= | 3° 280 | 300 | schw. 
1]p,=1,9 |p, =19} 0 | 0 | o | of 0 0 0 
2) p,=2,75|p,=2,8] 2 | 25) 8 si 8 3 0 
3/p.=4,7 |p, =4,6| 85/16 | 23,5 30 86 | 42 28 
4 P= 5,6 Py 5,4 17,5 | 37 | 56 71 82,5 | 93 68 
5 |p, = 6,0 Py = 5,7} 24 50,5 | 7 92/102 1125] 87 
6 | py = 65 | Py = 60] 21 | 57,5 | 875 105 115 129 99 
7] P,=70 |p, =6,5| 75] 48 | 88 102 115 | 129 | 100 
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nd Tabelle 5 (Fortsetzung der Tab. 4). 
a FE Aciditit Zeit. Stunden Rel. 
°  Nrj— _ 7 _______| Ge 
1ey a vor nach 125 145 | 915 | 945 315 945 schw. 
er. s Se oe att -— 
tor MEE 1] 3,95 4,1 14 — 21 23,5 | 27,5 | 31 18 
a BP 2) 415 | 4,2 14 18 | 22 | 26 30 | 34 20 
Bog] 47 46 | 20 25 | 30,5! 35,5! 40,5] 45,5] 29 
a mm 3] 51 48 |25 | 82 | 40 | 48 | 545° 61 37 
iss 5] 5,6 5,3 43.5 | 56 69,5 | 80,5 90.5 100 63 
Fo 6] 615 | 580 | 620! 78 | 95 {110 | 120 | 1285] 90 
71 6,60 6.24 | 70,0 86 | 105 |120 {130 | 189 100 
cem CO, 
- In der Fig. 1 ist die Geschwindigkeit als Funktion von py 
' veranschaulicht. Die gestrichelte Kurve ist die Aktivitatskurve 
| kurve der frischen Hefe (Tab. 2 u. 3). Die ausgezogene es 
700 re i 
i \ \ fe 
0, ; ae ea 
/ 7 \ \ 
80 ) + +—— 
Le | 
| of 2 
~ \ | 
RS: / | ©) : 
4 —S 60 { a Lcsail 
| ~ i | a | 
{ s ; | 0 \ | 
| S / \ | 
f = ‘ \| 
es ea 1 | ‘| 
4 S 4 +—-= 
3 , f a \ 
a > ! 
— 4 & / = i\ if 
a / ia 
3 20 A / 
E. i - \ 
. 3 i d 
4 , 3 
: ‘ 4 \ 
| ‘ O 2 4 6 8 70 
‘ > 
: rit 
4 Fig. 1. bo 
_ Kurve (Punkte 4) ist die p,-Kurve der Trockenhefe. Es 


_ 1st unmittelbar ersichtlich, wie notwendig die Innehaltung 
_ er optimalen Aciditit, p, = 6,.2—6,8, fir die Resultate ist. 


186 H. v. Euler und Karl Myrbick. 


Versuche iiber Aktivierungen bei p,, < 6 haben nur einen seh; 
geringen Wert, da die nicht zu beseitigenden kleinen unregel. 
maBigen Schwankungen der Aciditit zu den grébsten Tiy. 
schungen fiihren kénnen. 

In diesem Verhalten der Zymase der Trockenhefe bei yey. 
schiedenen Aciditiiten, besteht eine offenbare Ubereinstimmun: 
mit dem Verhalten des in der Hefe befindlichen Enzyms, das 
die Fahigkeit besitzt, Zucker mit Phosphorsiure zu Fruktose. 
zymophosphat zu verbinden (Kuler und Nordlund),!) Diese 
Synthese vollzieht sich mit einer Geschwindigkeit, die stark 
von der Aciditét abhiingt, und die bei p, = 6,2—6,6 ein 
Optimum besitzt. Diese Ubereinstimmung ist sicher kein Zufall, 

Wie kommt es aber, daB die frische Hefe noch bei einer 
h, die 1000mal gréBer ist, beinahe ihre volle Garfahigkeit 
entwickelt? Zwei Erklarungen sind méglich: Entweder sind 
die lebenden Hefezellen fahig, in ihrem Inneren die optimale 
Aciditat p,, = 6,5 noch bei einer Aciditét der umgebenden Li- 
sung von p, = 3 zu bewahren, oder auch ist die ,,Zymase* in 
der Zelle irgendwie an das Protoplasma gebunden, und besitzt 
in dieser Form ein sehr viel breiteres p,-Optimum. Die erste 
Erklarung scheint bei oberflichlicher Betrachtung gut. Sie 
ist wenigstens einfach. Doch sprechen mehrere Tatsachen 
dagegen. Denken wir z. B. an andere Hefenenzyme: Die Sac- 
charase, die frei in waBriger Lésung ein p,-Optimum bei 
Py = 4,0—5,5 besitzt, zeigt genau dasselbe Optimum, wenn 
man statt einer Saccharaselésung frische Hefe verwendet. Zwar 
kénnte die Saccharase in der Zelle aus verschiedenen Ursachen 
weniger geschiitzt sein?) als der Zymasekomplex. Ein Grund 
gegen die Annahme, daB die Zellen, eine wesentlich andere 
Aciditiit aufrecht erhalten als ihr Medium besitzt, ist jedoch der 


') Kuler u. Nordlund, diese Zs. Bd. 116, S. 229 (1921). 

*) So ist von Euler und Walles gezeigt worden, dab die Sac- 
charase in lebenden Zellen, nach Inaktivierung mit AgNO,, durch H,5 
ebenso leicht und vollstindig regeneriert wird, wie die freie Saccharase. 
Die Verschiedenheit des p,,-Optimums der Giérwirkung von lebender Hefe 
und Trockenhefe bildet eine weitere Stiitze fiir die Annahme (Euler u. 
B. af Ugglas, diese Zs. Bd, 70, S. 279; 1911), daB bei der Trocknung 
»Zymase“ in Freiheit gesetzt wird. 
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Sebi von Kuler und Nordlund!) gelieferte Nachweis, daB das 
ee. p,-Optimum der enzymatischen Synthese des Zymophosphates 
‘in. [— fir frische Hefe und Trockenhefe dasselbe ist (py = 6,4). Diese 


| Synthese diirfte doch einen Teil der eigentlichen Giarungs- 
ver. [Me yeaktion und die ,,Hexosephosphatese“ einen Teil des ,,Zymase- 


















































ung komplexes ausmachen. 
das 
_— Weitere Versuche. 
Ose. He . : 
iese Als erginzende Versuche sind folgende anzufihren: Girung 
ark wit teilweise ausgewaschener Hefe, d. h. mit weniger Co-Enzym, 
ei) Und Garung mit vollkommen ausgewaschener Hefe + Co-Zymase. 
fall Tabelle 6. 
ner q 1 g teilweise ausgewaschener Trockenhefe. 
ket - ents tA 
r - Zeit. Stunden. e 
nd FR Nr} Acidititt . asieeeeientdio | 
ale 290 340 | 390 330 490 | 439 | 500 530 § °° 730 % 
Lis Ts] ae2—2e7 [0 | 05| 05) 05| 05] —| —| 08] — | 09 if 
mB 2] 424-480 | 4,5 | 7,0] 8,5) 10,5)12,5/14,5)16 | 18 | 20 | 24 ie 
tat JR 3 | 5,71—5,50 | 7,5 | 15,5/22 | 30,5 | 40,5] 48,5/54 | 61,5] 67,5 | 78.5 oe 
‘ste Me 34] 5,695.60 | — | O | 15,5) — (23 | — | 31,5) — —|— 
Sie q 5 | 35,75—5,60 nee 0 14 |} — |21,5); — |31,5); — a = ‘ 
wi F 6 | 64 —5,9 | 2,0] 3.0] 4,5) 7,0]12,0)20 |27,5{39 | 49,5| 71,5 P4 
ie Tabelle 7. 
bi Nr Tee oy ee 
‘ Py el. Geschw. 
no — ae 
7 2.85 0 
var 
2 4,27 20 
a 5,60 56 
nd 4 5,64 65 
re 5 5,68 65 
le 6 6,2 100 
: Die Punkte fallen gut mit der Kurve zusammen (0). Da 
a. ( “e Kohlensiureentwicklung gering ist, werden die Versuchsfehler eg 
18 fe grober. bk 
se Bei den Versuchen 6 und 7 (Tab. 8) ist die wahre Ge- 
efe schwindigkeit durch Bertrandreduktionen bestimmt und daraus ee 
u. ‘ . ‘ ‘ 
a sind die Kohlens’iuremengen berechnet. : 





1) a.a. O. S. 234. 
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Tabelle 8. 

1 g ausgewaschene Hefe, 0,3 g Co 1. 

Aciditit Zeit. Stunden. 
Nr. _Is 

eo —————— —— ~ ama 

1 |p, = 48 ‘Py = 48 {8 [195/245]/30 [35 | 39 | 471 52 55 | 5 
2 | py = 5,2 | py, = 5,2 [2,5/5,5)17,5/28 | 29,5/35,5] 41,5] 50) 55,5 60,5] 4 
3 | py = 5.7 py =5,6 |2,6/7,5|30,5/42 [54 | 65,5) 76,5 90, 98,2 104 | 4 
4) Py = 6.2 |p, =6,0 1,4) 4,5 | 35,5, 52 | 71 | 86 [100 |115/124 129 | 14 
5 | py = 6,6 |p, =6,3 | 0,6 | 1,2 mel 36 [55 | 70,5] 85,5 (101) 110.5! 116 | 9 
6 | py = 7,2 |p, = 7,23) 0,6 0,8) 4,0 14,5 | 28 | —|{|— |—| — j 
7 Py = 8.5 Pa = 8,5°)} 0.4/0.5!) — | 0,5 | 0,5 | -— gt Toa Bites i! 


























Wir sehen, daB die Punkte (A) sich gut mit der Kurve 
vereinen. 


Aus samtlichen Versuchsreihen ziehen wir also den Schlu8, 
daB die Giarung der Trockenhefe (die ,,Zymasegirung“) bei 
Po = 6,2—6,8 ein Optimum besitzt. AuBerhalb desselben sinkt 
die Girungsgeschwindigkeit rasch. Beim Arbeiten mit Trocken- 
hefe, und vor allem, wenn man besondere Zusitze zur (iir- 
mischung verwendet, ist darauf zu achten, daB die Aciditiit 
nicht auferhalb des Optimums verschoben wird. Es empfiehit 















































Tabelle 9. 
Aciditit Zeit. Stunden. & 
vor | nach | 0*° | 1° | 145 | 930 ; 35 5 | 615 | Q 30 | 10" a 
l | ‘ioe 
1}2,9 | 2,9 |1,0 | 1,5] 2,0! 2,3) 2,7 3,0 aj afm] 8 
214,7 | 4,7 15,5 | 8,5/13,5/17,5;20 |24 | 26 |29 |82.5] 66 
315,6 | 5,5 | 7,5 [11 |18 | 22,5/27 | 381 | 32,5) 33,5/34 | 100 
4 6,14 595 | 4 | 7 | 18 116 {19 ,21 | —; —| —] 60 
5 16,55/ 640 72,5 | 5 | 9 |12 |/15 |16 —| —| —] 50 
617,00} 6,7 [1,5 | 3,5) 8,5)12 | 14,5)15,5) 155/16 | 18 37 
748,50; — ]|0 0;oj;-—-—}]—]| 0 —|}|—]| 0 0 





') Durch Zusatz von Alkali. 
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sich in jedem Falle nach Mischung aller Bestandteile, elektro- 
wetrisch oder mit Indicatoren die Aciditat festzustellen. 
Hier sei eine Versuchsreihe iiber 


Die pp-Empfindlichkeit der Selbstgirung der 
Trockenhefe 


angeschlossen. Die Zahl der Versuche ist zu klein und weitere 
Untersuchungen sind notwendig. 


Aus diesen vorlaufigen Versuchen (Tab. 9) scheint es, als 
wire das py-Optimum der Selbstgirung ein wenig saurer als 
das der Glucosegiirung. 


4. Abhangigkeit der Geschwindigkeit von der Phosphat- 
konzentration. 


Schon durch die Untersuchungen von Harden ist fest- 
gestellt worden, da8 zum Zustandekommen der Girung die 
Anwesenheit von Phosphat unbedingt notwendig ist. Er fand, 
daB Zusatz von kleinen Mengen Natriumphosphat eine starke 
Beschleunigung der Geschwindigkeit zu Folge hatte, daB aber 
nach einer gewissen Zeit die Geschwindigkeit wieder sank, in 
demselben Augenblick, wo kein freies Phosphat mehr in der 
Lésung vorhanden war. Das Phosphat war dann in Zymo- 
phosphat umgewandelt. 


Tabelle 10. 1g Trockenhefe (H); py = 6,2. 


Phosphat: Gemenge von KH,PO, und Na,HPO,. Die Phosphatmenge 
ist in g PO, per 20 cem angegeben. 





























.| g PO, Zeit. Stunden ~ - 
4 }in 20 ecm ee ee ee Pham 4 | ns [= Ss 

025 | O04 | 1! 145 320 4 | 430 os 
i}ohne PO,| 3 | 7 |10 | 13 | 19 215] 24 | 18 
2} 0.0165 6 |11 | 18 | 235 | 48 | 47 | 51 | 81 
31 0,038 5 | 11,5 | 195 | 26 | 52° 60 66 41 
41 0,066 12 | 22 | 84 | 43,5 | 69 | 78,5 | 87,5] 51 
5 | 0,197 20,39 | 68 | 82 | 184 |151 | 167 | 95 
6 | 0,829 5 |18 | 45 |64 | 119 |188 |153 | 95 
7] 0,658 5 | 9 | 14 26 64 | 79 | 94 64 
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Durch Zusatz von iiberschiissigem Phosphat ist es miglic), 















































eine Beschleunigung hervorzurufen, die so lange dauert, 4), pesib 
noch Zucker in der Lisung vorhanden ist, d. h. bei Anwese. 
heit von geniigend Phosphat kann die Gesamtmenge Zucky &% dure 
mit der groBen Geschwindigkeit vergoren werden. Die Vey. L. 
suche der Tabelle 10 sind mit verschiedenen Phosphatkonzep. 2. 
trationen ausgefihrt. 
Tabelle 11. (Fortsetzung der Tab. 10.) cose. 
yeti. ae — veepiciiaiél — -olle 
. g PO, Zeit. Stunden 3 arte’ 
4 |in 20 cem |- ois oe , | “930 990 ‘ = 3 die 
| ¥ Joh 
8} 0,132 ) 23 56 v4 126 147 hei 
9 0,263 22 52 84 §=115 146 162 100) Pho 
10 0,526 24 48 71 97 122 142 8 ae 
lyse 
100 I—toarnt ss ae oes ' 
3 | ’ | ~ ma. | 5. f 
= | K. 
3 | ‘a oa = mii 
. “i a wee ——|-——+——++-— ner 
3 d | von 
+3 4 | als 
in | Kor 
' 0,7 9,3 OF op i m sch 
Fig. 2. kan 
Wir finden zuerst, daB die Geschwindigkeit ohne Zusatz Ku 
von Phosphat zwar klein, aber doch nicht Null ist. Dies ist im 
auch nicht auffallend, wenn wir bedenken, dai die Trocken- ein 
hefen nicht unerhebliche Mengen freies Phosphat enthalten. Au: wt 
der Kurve berechnen wir diese Menge zu etwa 0,015 ¢ PU. He 
Weiter finden wir, dab die Hefe ihre gréBtmégliche Garwirk- der 
samkeit entwickelt, wenn die Phosphatkonzentration griéfer ist eln 


als 0,2 ¢ PO, in 20 ccm. DaB die Geschwindigkeit bei vie! me 
gréBeren PO,-Konzentrationen wieder kleiner wird, beruht woll -— 
nur darauf, daB die Konzentration der gelisten Stoffe so hoch 

wird, da8 die Enzymwirkung abnimmt. Ahnlichen Verhiiltnissen 
begegnet man auch bei anderen Enzymen. 
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Die halbe Wirksamkeit (1 g Glucose, 1 g Hefe, 20 ccm) 


 hesitzt die Hefe bei Anwesenheit von ung. 0,05 g PO, in 20 ccm. 


Bekauntlich hat Harden die Girung (durch PreBsaft) 


: jurch folgende Reaktionsformeln veranschaulicht: 


1. 2C,H,,0, + 2PO,HR, = 2CO, + 2C,H,OH + C,H,,0,(PO,R,) . 
2, C,H,,0,(PO,R,), + 2H,O = C,H,,0, + 2PO,HR, . 

Nach Formel 1 wire 0,5 g PO, aquivalent mit 1 g Glu- 
cose. Wir berechneten, daB schon 0,2 g PO, geniigen, um die 
volle Girungsgeschwindigkeit (nach der Kohlensiuremenge be- 
urteilt) zu entwickeln. Dies ist natiirlich kein Beweis gegen 
jie Hardenschen Formeln. ‘Tatsachlich haben Kuler und 
Johansson!) gezeigt, daB bei der Vergirung von Glukose 
bei Anwesenheit einer nach Formel 1 iquivalenten Menge 
Phosphat, die Glucose verschwunden ist (nach Reduktionsana- 
lysen), wenn alles Phosphat verestert ist. 


}. Abhangigkeit der Geschwindigkeit von der Co-Zymasemenge. 
Bei Untersuchungen iiber Co-Zymase ist es zuerst not- 


' wendig die Girungsgeschwindigkeit als Funktion der Co-Zymase- 


nenge zu kennen. Alle Hefen werden durch weiteren Zusatz 
von Co-Zymase aktiviert, d. h. sie enthalten weniger Co-Zymase 
als der Zymase entspricht. Beim Zusatz steigender Mengen 
Kochsaft beobachtet man anfangs Proportionalitét zwischen Ge- 
schwindigkeit und Co-Zymasemenge.”) Diese Proportionalitat 
kann natiirlich nicht fiir gréBere Co-Zymasemengen bestehen. 
Kuler und Myrbiack haben gezeigt’), daB beim Zusatz von 
immer gréBeren Co-Zymasemengen die Gaérungsgeschwindigkeit 
cmem Maximum zustrebt. Bei der damals benutzten Hefe 
wurde das Maximum erreicht, wenn die Aktivatoren aus 8 g 
Hefe zugesetzt waren. Diese Menge ist natiirlich fiir verschie- 
dene Hefen verschieden. Ist die Hefe an Co-Zymase arm, so ist 
ein Zusatz der Aktivatoren aus verhiltnismiBig gréBeren Hefe- 
mengen erforderlich. Bei einer von Euler und Signe 


_—_——. 


') Euler u. Johansson, diese Zs. Bd. 85, S. 192 (1913). 
*) Tholin, Diese Zs. Bd. 115, S. 235 (1921). 
) Euler u. Myrbick, diese Zs. Bd. 117, S.28 u. zw. 38 (1921). 


PRS cnn 





Sai: dog sete dy de Wie gels 
ee ae ee ied 





i ia 
SR Ge te permet ee 


nit te 
a 





iS Spe Seni a3 


me ie Met ne 


aint eta ee, ae 


nam 


ie 
oe 


.) 





192 H. v. Euler und Karl Myrbick, 


Karlsson’) beschriebenen Hefe war das Maximum beim Zusyt, 
yon zehnmal der natiirlichen Co-Zymasemenge nicht erreich; 

Im folgenden sind zwei Versuchsreihen angegeben, die 
bei zwei verschiedenen Acidititen ausgefiihrt sind. 


Tabelle 12. 1g ausgewaschene Hefe. 











| 






































F = 3 § Zeit. Stunden Ss 
“ ” Poke “g30 ] “ | 00 | 415 35 | gis | 15 | gts ais | Ge 
: ams 0 0° | 1 = 1a 4g ial Seal tat 9 
ings = fo |—/e |} —|—| @] o] 1 o| 1 
gj4s]}02¢}/0 |—/o0j};—:; 1] 1,5) —| 5,5] 80] 2 
slasio5¢/0 —!o0!— 4. 70! 10 | 18 | esa 4 
4448] 1 g 12,5) 5,5) 8,5)12,5 32 p41 | 52 67 72,5) 13, 
5148] 2 g]4 (10 (175/25 66 | 88 | 98 |118 |124 | 287 
6148] 3 g|7 | 16,5 28 | 39 94 114 181 148 102 | 70 
7163) — |o | — 0} —)—]| 0) 0] 0/| 0 ( 
8163] 05g ] 0 | —| 0) @ | 32 | 80 | 78 105 117 | 38 
9163 | 1 2  — 2} 2 | 62 | 81 |101 188 189 | 55,0 
10163 | 2 g]4 |31 56 | 74 130 145 (159 |185 (194 | 85.0 
11]6,3 | 3 ¢ ]46 (71 | 87 |99 (144 156 (169 |196 |205 | 93,0 





Tabelle 13. Fortsetzung. 








Gekochte Zeit. Stunden 


























51 Pu | Hefe als | seated chen (ee oF 

Aktivator} 0° | ‘* | le ee | 4° | 22 Ef 

12} 6,3 — 0 | 0 0 QO | 0 spin () 

13] 6,3 2¢ 0 | 98 | 113 | 118 | me | — | ee 

14] 6,3 3¢g o | 103 | 115 | 122 | 156 | — 91 

15] 6,3 5g 5 | 115 | 130 | 139 | 188 | 248 | 98 
' 








Die Figur 3 zeigt die Girungsgeschwindigkeit als Funktion 


der Co-Zymasemenge.’) 


Zuerst machen wir folgende Uberlegung. Bei optimaler 
Aciditat ist die Garungsgeschwindigkeit von 1 g ausgewascheuer 
Hefe + Aktivatoren von 1g Trockenhefe 55 ccm CO, pr 





) Euler u. 8S. Karlsson, diese Zs. Bd. 123, S. 90 (1922). 
*) Vgl. Harden u. Henley, Biochem. Jl. Bd. 14, S. 642 (1920). 
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e, 
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E # | 
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e mI 
2 / | 
F 
< 40}——_ f a , open 
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vs 
/ Y. 
201-4 r 
4 
/ A 
‘ ro 
i 2 
js 
7 2 3 + 5 
g Aktivator 
Fig. 3. 
/ Stunde. Aus der Tabelle 4 berechnen wir die Girungs- 


geschwindigkeit von 1 g Trockenhefe bei py = 6,3 zu 53 ccm 
CO, pro Stunde. Wir sehen also, dab die Zymase durch 


die Waschung (ungefahr 1 Stunde) nicht geschadigt worden ist. 


Weiter sehen wir, daB die gréBte Geschwindigkeit, zu der 
die Wirksamkeit durch Zusatz von Co-Enzym gesteigert 
werden kann, 100 com CO,/Stunde betragt. Daraus erfahren 
wir, daB diese Trockenhefe selbst so viel Co-Enzym enthilt, 
als ung. 50°/, der maximalen Geschwindigkeit entspricht.’) 
Vielleicht kénnen wir sogar behaupten, da dieser wohl ganz 


| zufallige Gehalt der Hefe an Co-Zymase etwas mehr als 


50°), der Menge betriigt, die der Zymase Aquivalent ist’), denn 
iwischen 0 und 20°/, verliuft die Kurve annahernd geradlinig. 
Durch Ausziehen dieser Geraden finden wir (die Schitzung ist 
natiirlich ganz roh), daB 1 g Aktivatorhefe so viel Co-Zymase 





') Die ,,Bindung“ der Co-Zymase ist bei diesen Verhialtnissen gar 
keine vollstindige. Siehe weiter unten. 
*) Beim vollstindigen Ausnutzen der Co-Zymase. 


~~ perenne eect sme 9 re 
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enthalt, als beim vollstiindigen Ausnutzen derselben notig wire 
um die Zymase auf das Maximum der Girkraft zu bringen, 

Folgende Versuchsreihe soll zeigen, wie viel von der (\. 
Zymase unter gewissen Verhiltnissen wirksam ist. 


Tabelle 14, 


Aktivatoren aus 0,5 g Trockenhefe R. Verschiedene Menge 
ausgewaschener Hefe. p,, = 6,2. 






























































Zeit. Stunden 
Nr] $ @usgewaschener + alate te ee Rel 
Hefe 10° | 139) 220 | 345 415 5,00 Gesechy,! 
1} 1 gohneCo-Zymase [10'— 38,0, 40 50 6,0 
2102¢ + 2 10;—|; 1,0) — 1,0 1,0 
3105¢ + " 1,0;/—! 11,5] 18 23 | 28 
4 g + i 15;/—| 42,5) 57,5) 70,5) 88,5 10 
. ' “ X 
57 1,5¢g + me 15°13); 85 96 107 ; 125 93 
612 ¢ + 14°40/115 182 149 178 160 
os aR heer ir oni 
a oe nT a 
x | 
© | a 
= 40 1 es et a. 
2 vy | 
3 60 | ——_|_ 2 i wad 
: 4 | 
S$ ¥ 
S Wil -¥ meee 
s # | 
f 
> # x + 
a / | 
/ 
, a. 
Gs ¥ 135 Pe 
q Hefe 
Fig. 4 


Das ein wenig iiberraschende Resultat ist, daB bei dieser 
verhaltnismiBig kleinen Co-Zymasemenge (etwa 30 °/, der maxi- 
malen Aktivierung bei 1g Hefe) die aktivierende Fahigkeit 
derselben durch 1g Hefe gar nicht ausgenutzt wird. Die 
Aktivierung diirfte etwa 70°/, der bei gréBeren Hefemengen 
méglichen sein. Daraus ist wohl zu schlieBen, daB die Ver- 





') Wegen der kleinen Selbstgiirung der ausgewaschenen Hete 
korrigiert. 
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bindung der Co-Zymase mit der durch sie aktivierten Zymase- 
komponente (oder mit irgendeinem anderen an der Reaktion teil- 
nehmenden Ké6rper) erheblich dissoziiert ist, bzw. daB die 
Affnitit zu der in Betracht kommenden Reaktionskomponente 
klein ist. 

Alle diese Erscheinungen machen nun die Berechnung 
der Co-Zymasemenge in hohem Grade kompliziert. 

Erstens: ist die Girungsgeschwindigkeit, wenn sich die 
Untersuchungen iiber ein gréferes Gebiet erstrecken, der Co- 
Zymasemenge nicht proportional. 

Zweitens: auch bei niedrigen Co-Zymasezusitzen ist die 
Geschwindigkeit nicht als eine AuBerung der enzymatischen 
Kraft der ganzen Menge Co-Zymase anzusehen. 

Zuerst ist es notwendig die den Co-Zymasemessungen zu- 
srunde liegenden Zymasemengen zu definieren. (Uber die 
wahrscheinliche Komplexitit der ,,Zymasewirkung“ sei zuerst 
nichts ausgesagt.) Als ein wirkliches MaB der Zymasemenge 
kann die maximale Geschwindigkeit angesehen werden, die 
durch Zusatz von iiberschiissiger Co-Zymase erreicht werden 
kann. Man kénnte so eine gewisse maximale Anfangsgeschwin- 
digkeit als Zymaseeinheit benutzen. Doch ist zu beachten, 
daB diese durch Kochsaft erreichte Maximalgeschwindigkeit, 
eine AuBerung der Co-Zymase und eines im Kochsafte vor- 
handenen sekundiren Aktivators sein kann.!) Weitere 
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‘) Siehe hierzu Euler u. Berggren, Zs. f. Gahrungsphysiologie 
Bd. 1, S. 203 (1912). 
Hoppe-Seyer’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXXI. 14 
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Untersuchungen miissen zeigen, ob durch Zusatz von solchen Akt. 
vatoren die Geschwindigkeit noch gréBer gemacht werden kanp, 


1 g Trockenhefe. 


Tabelle 15. 


Geschwindigkeit). 0,25 g PO,. p, = 6,2. 


6. Abhangigkeit der Garung von der Zuckermenge. 


1g gekochte Hefe als Aktivator (maximale 
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Zeit. Stunden eem CO, 
r.| Zuckermenge ro Stde, 
Nr. & ee eer eS eS heaaiaiasneateel I 

(Glucose) on is | 40 | 0% 400 | 115 : 14° jee ae 

1| (Selbstgiirung) }O | 1 | 25/ 5) 65/8 | 9 |18] 7 
2 0,1 g 2 | 9 | 16,5] 22) 25,5130 | 35,5) 40] 260 
3 0,3 ¢ 3 |14,5;40 | 49/55 |60 70 \97| 73 
4 0,6 ¢ 1,5 | 18,5) 88,5] 55} 70 182,5)92,5;—| 94 
5 1,0 ¢ 8 |19,5/47 | 62/74,5| —|— |—I| 95 
6 2,0 ¢ 4 /25 |53 | 69/855; — | — |—]| 95 
7 4,0 ¢ 6 |29 |54 | 67/77,5| —|—|—I 95 

Tabelle 16 (Fortsetzung). 

Nr Zuckermenge act. Gtunden pro Stde, 

ie pere | l | | |... | ... | Anfangs- 

(Glucose) 0” 25 | 40 | 10° | 120 ! 145 | 320 | 540 gouchy. 
1 Oo | 0 | 1,5] 835] 6 | 8 {11 {12 6 
2 0,05 g 2,5 | 7,5/11 [16 |21 |24 |26 | 27 17 
3 0,10 g 3 1 (16 /22,5/28 | 33 | aT | 39 26 
4 0,15 g 3 13,5) 21 | 28,5 | 84,5] 40,5 / 47,5 | 50,5} 30 
5 0,20 g 8 (13,5 | 24,5 32,5 38 |44,5/55 | 58 38 

Tabelle 17 (Fortsetzung). 

gee cem C0, 

we Zuckermenge oo Tn pro Stde. 

; - pee 4 Anfangs- 

(Glucose) 015} 925 | 937 | 952 | 105 | 420 | 155 345 geschw. 
1 0,1 g 4,8)11 |17,5]22 |27 |381 |865] 40 28 
2 0,2 g 7/16 |25,5132,5;38 143 [50 | 56,5 43 
8 0,3 g 7/18 |384 |45,5|51,5/57,5!66 | 80 60 
4 0,4 g 7 | 19,5] 42,5/47,5/55 |61 | 71,5) 92 68 
5 0,5 g 7 | 19,5] 43,5 162,5 | 72,5/77 |87,5/110,5] 90 
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Die Fig. 5 zeigt, daB fiir Zuckerkonzentrationen gréBer als 0,7 g 


‘Glucose in 20 ccm die Girungsgeschwindigkeit konstant ist. Die 
yon uns angewandte Menge (1 g) scheint also zweckmiBig zu sein. 


7. EinfluB von Arseniat auf die Trockenhefegiarung. 
Harden und Young?) haben den Kinflu8 von Arseniat 


auf die Girung von PreBsaft und Zymin studiert. Sie fanden, 
daB im allgemeinen eine groBe Beschleunigung eintrat. Durch 
‘besondere Versuche wurde festgestellt, daB Arseniat nicht 


Phosphat ersetzen konnte, so daB in einer Mischung von 


‘phosphatfreiem PreBsaft, phosphorfreiem Co-Enzym und 
'Arseniat keine Girung eintrat. 


In folgender Versuchsserie ist T'rockenhefe angewendet 


Hworden, die allerdings nicht vollstandig phosphatfrei ist und 
‘demgemiB eine schwache Girung aufweist. 


Tabelle 18. 
Py = 6,2. 1g Trockenhefe. Kein Phosphat. 























Zeit. Stunden 
$i e OR, © ween = 
; 020 | 05° 180 | 330 | 500 
mt See EE eS Se CNT! | oe eee 
| | 
1 - 4 8 13 | 22) |g 
Q 0,025 2 8,5 4,5 85 | 16 
3 0,05 2 4 | 5 9 11,5 
4 0,20 4 7 10 18 | 28 
5 0,30 4 6,5 9 15 | 19 
‘ 0,50 4 | 6,5 10 16 =6| 20 
} 





Keine Aktivierung ist eingetreten, dagegen eine kleine 
| Hemmung. Ob bei Anwesenheit von Phosphat eine weitere 
| Aktivierung durch Arseniat eintritt, miissen neue Unter- 


| suchungen zeigen. 


8. Bestandigkeit der Co-Zymase. 
Um fir die Reinigungsarbeit einige Anhaltspunkte iiber 
I die Bestindigkeit der Co-Zymase in wibBriger Lésung zu be- 


kommen wurde folgender Versuch ausgefihrt. 





4 ') Harden u. Young, Proc. Roy. Soc. B Bd. 83, 8. 451 (1911). 
) Harden u. Henley, Biochem. Jl. Bd. 15, S. 175 (1921). 
14* 


he hig i ree Ps nae aie a 











i 


FR as Ee NR Sekine) 





H, v. Euler und Karl Myrbick, 


2g Co-Zymasepriparat (in trockener Form neun Jahr 


ohne wesentliche Abnahme der Aktivitit aufbewahrt) wurd 
in 40 ccm Wasser gelést. Nach bestimmten Zeiten wurde, 
davon 10 ccm gepriift. 


Tabelle 19. 
Nach */, Stunde. 








Saepanssacpigudtndnasansephiasdesiaaiehateaiaaonaccdilaaenateapaiana: ——, 


Zeit. Stunden 045 13° 200 49 








ecm CO, 6 13 19 36 














Tabelle 20. 
Nach 7 !/, Stunden. 








Zeit. Stunden 05° g15 3° {2 





eem CO, 4,5 16,5 25,5 87,5 











Tabelle 21. 


Nach 23 Stunden. 





cem CO, 8 18 o7 34 


Zeit 19° 905 300 945 515 6% 700 mo 45 830 10% 



































27 5,5 153,57 62 | 67,5] 72 | 80 
Tabelle 22. 
Nach 120 Stunden. 
it, ees a ge Ee a ee 
eem CO, 4,2 5.7 10,6 14,0 20,5 














Wir fassen die Resultate zusammen: 
ecm CO, 


Nach einer Zeit von '/, Stunde ist die Geschwindigkeit 9 os 
unde 
v= ‘ 
i >  . re. . . 9 
9 ”? 9 9 23 99 ” 9 
”? 9 ” », 120 ” ”» 9 3,5 
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Jahre 
Wurde 
urden 


36 


10% 


com CO, 1 f0,7}0,9} 1,2] 1,5] 1,8} 2,5} 5,0] 7,0 
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Die Stabilitat dieser Liésung ist natiirlich keine fiir Co- 


Zymasepraparate allgemeine. Insbesondere wird die Stabilitat 
‘yermindert, wenn das Co-Zymasepraparat so bereitet ist, daB 
‘es noch das in der Hefe befindliche hydrolysierende Enzym 
: epthiilt, das die Co-Zymase schnell zerstért. 


9. Dialyseversuche. 


Schon durch die Arbeiten von Harden und Young und 


j von Buchner ist sichergestellt, daB die Co-Zymase ziemlich 
1 leicht dialysierbar ist. 


0,5 ¢ Co 11) wurde in 10 ccm H,O geldést. Die Lésung 


-wurde in einen kleinen Kollodiumschlauch gefillt und gegen 
110 ccm destillierten Wassers wihrend 15 Stunden dialysiert. 
Die AuBenfliissigkeit wurde danach bei 30° auf 10 ccm ein- 
| gedunstet. 


Tabelle 23. 


Zwei Giirungsversuche: 


1. 1g ausgew. Hefe, 1 g Glucose + Innenfliissigkeit. 
21g ° ie 9 + eingedunstete AuBenflissigkeit. 








Zeit 03° 19° 1 30 900 930 300 400 430 5,00 535 go g0 115° 








9,2/12,5]16) 32] 42 
2 |12,216,0]10,7]16,8]22,5]27 |34,5/38 |41,5]47 |51 | 704111 






































Wir sehen aus der Tabelle, daB beinahe alle Co-Zymase 


durch die Kollodiumhaut passiert ist. Weiter kénnen wir die 
alte Beobachtung bestitigen, daB nach ungefaihr 6 Stunden 
_ eine kraftige Garung in beiden Kolben einsetzt. 


Versuch 2. 


0,75 g Co 1 wurde in 10 ccm H,O gelést und wahrend 


d Stunden gegen 100 ccm Wasser dialysiert. Das Wasser 
| wurde aut 15 ccm eingedunstet. Davon wurden 10 ccm zum 
; Garversuch genommen (entspricht 0,5 g Co 1): 


*) Das oben beschriebene alte Priparat. 
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Tabelle 24. 


1 g ausgewaschene Hefe. 








Zeit aad = = 








ecm CO, 4,7 15,2 30,2 











Wir sehen, daB die Co-Zymase wihrend der 5 Stunde, 
beinahe vollstandig ausdialysiert ist. 

Die iibrigen 5 ccm der ausdialysierten Co-Zymaselisung 
wurden zu folgenden Versuchen gebraucht: 


1. Die Lésung gab eine sehr starke Fallung mit Mg-Mischung. 
Durch besondere Versuche wurde festgestellt, daB das Trocker: 
gewicht zu etwa 50°/, aus anorganischem Phosphat bestebt 
Sehr starke Molisch-Reaktion. 

Sehr starke Ninhydrinreaktion. 

Keine Hellersche Reaktion. 

Keine Millonsche Reaktion. 

Keine Biuretreaktion. 


oO Om WY ro 


Verhalten gegen Bleiacetat. 

Kine dialysierte und eingeengte Co-Zymaselésung wurde 
mit basischem Bleiacetat gefillt. Der Niederschlag wurde 
abzentrifugiert, die in der Liésung befindlichen Spuren von 
Blei durch H,S gefallt, H,S durch einen Luftstrom vertriebeu. 


Gairungsversuch. 


10 cem der entbleiten Lésung (entsprechend 0,5 g Co 1) wurde 
als Aktivator zu 1 g ausgewaschener Hefe benutzt. 


Tabelle 25. 


Zeit = _ a 











ecm CO, 0,7 1,3 1,5 











Die Co-Zymase war vollstaindig gefallt. Mehrere dhnliche 
Versuche ergaben vollstiindige oder beinahe vollstiindige Fillung 
der Co-Zymase. Harden?) gibt an, daB durch PbAc, ei 





1) Harden, Alcoholic Fermentation 3. Aufl. 8S. 69 (1923). 
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groBer Teil der Proteinstoffe aus der Co-Zymaselésung entfernt 
| werden kann, ohne daB die Co-Zymase wesentlich geschadigt 
wird. Zwar wird stets ein Teil derselben ,,wahrscheinlich 
durch Adsorption“ mitgefallt. Allerdings gelten diese Angaben 
q fir Fallung mit neutralem Bleiacetat. 


Be Pa int 


Versuch 3. 

















ae | 2g Co 1 wurden in 15 com Wasser gelést und zweimal 
_ [Ezegen je 120 com Wasser wihrend 12 Stunden dialysiert. Das 
si : Dialysat wurde auf 24 ccm eingeengt. 
ing. 1 Girungsversuche (1 g ausgewaschene Hefe). 
ocken i. 8eem Dialysat (entsprechend 0,25 g Co 1). 
esteht fe 2. 10 cem Restlésung in dem Schlauch. 
3. 3cem Dialysat + 7 ccm Restlésung. 
Tabelle 26. of 
Zeit. Stunden MY 
0” | | goo 94s | gis | 4 | 445 | 715 I g30 | g15 | g45 
vurde ‘eee ce ee i — | 
ae 10 | | 2,0 | 4,6 | 6,0 | 8,7) 10,0) 19,5 28,5 | 85 | 40,5 
oa 2 |eem CO, } | 0,5 | 0,8 | 1,7 | 2,5] 3,5) 4,0) 62) 8,5] 9,5) 11 
3 1,1 | 2,2 | 7,6 | 9,3 | 12,2]}13,5'18 | 25,6] 33,5/| 36 
eben 
Die Co-Zymase befindet sich zum gréBten Teil im Dia- 
arden A lysat. Weiter sehen wir, daB eine Mischung der Innen- und 
‘der AuBenfliissigkeit keime gréBere Aktivitaét besitzt als die 
AuBenfliissigkeit allein. Eine Trennung der etwaigen ver- 
schiedenen Aktivatoren im Priparat wird also durch Dialyse 
nicht erreicht. 
10. Co-Zymase und Vitamin D. 
| Nachdem die Technik der Versuche mit ausgewaschener 
i che | Trockenhefe nunmehr ausgearbeitet ist, sind wir imstande, die 
“a tir die Vitaminforschung wichtige Frage experimentell an- 


| zugreifen, in welchem Verhiltnis Co-Zymase und Vitamin D 
‘Zueinander stehen. Wenn wir uns auch iiber die Vitamin- 
'wirkung der Co-Zymase noch nicht fiuBern kénnen, so liefern 


ell 
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schon die folgenden, unsere Untersuchung einleitenden Ve. 
suche Aufklarung iiber die eventuelle Co-Zymasewirkuy: 
typischer D-vitaminhaltiger Sifte und Extrakte. 

Durch eine Versuchsreihe von Euler, Laurin yj 
A. Petersson wurde gezeigt, daB bei der Aciditit p, = 5, 
durch Milch, Citronensaft oder Extrakt aus Gerstenkeimlinge, 
keine Aktivierung von ausgewaschener Hefe eintrat, d.h. dag 
diese Praparate keine Co-Zymase enthielten. Nun ist die Aci. 
ditat p, = 5 recht weit von der optimalen und eine Versuclx. 
reihe wurde darum bei p, = 6,3 angestellt. 


1. Ausgewaschene Hefe (Volumen 25 cem). 
. Ohne Zusatz. 
10 cem Apfelsinensaft (genau neutralisiert). 
5 cem Apfelsinensaft + 0,5 g gekochte Hefe (Co-Zymase). 
5 cem Extrakt aus Gerstenkeimlingen. 


pod 


em WW b 


Tabelle 27. 














Zeit. Stunden 
Ny. E 
930 | 9.00 945 | 315 
| oe ae _ Ses 
05 | O85 0,5 0,5 
2 0,5 20 | 20 2,0 
8 1,0 24,0 41,0 53,0 
4 0,0 0,0 0,0 0,0 








Durch keine der beiden Vitaminlésungen wird eine 
(sirungsbeschleunigung auf Co-Zymasefreie Trockenhefe hervor- 
gebracht.”) Der starke Gehalt des Apfelsinensaftes und de: 
Extraktes von Gerstenkeimlingen an wasserliéslichen Zuwachs- 
vitaminen (D-Faktoren, nach alterer Bezeichnung B-Faktoren 
ist durch zahlreiche Untersuchungen, besonders amerikanische! 
und englischer Forscher, bekannt geworden. 





) Euler, Laurin u. A. Pettersson, Biochem. Zs. Bd. 114, 8.27 
(1920/21). 

?) Das Oxydationspotential war bei diesen Priaparaten allerdings 
noch nicht bestimmt worden; wir werden auf diese Messungen dem- 
niichst zuriickkommen. 





















Girungs-Co-Enzym (Co-Zymase) der Hefe. 


2. Trockenhefe (Zymase + Co-Zymase). 


1. Ohne Zusatz. 
2. 5ceem Apfelsinensaft. 











und 3. 5cem Extrakt aus Malzkeimlingen. Bd 
—- ; 
ings, Tabelle 28. 
rhe, P Minuten 
/ SAC). 3 Nr. -- Pale _ 
uchs. 30 | #856 |) 680) | (108 
- : | ‘s 
1 8 31 60 | 86 
2 6 2 | 45 | 4 
6,5 26 | #8 | 81 





Anstatt einer Aktivierung macht sich eine kleine Hemmung 
bemerkbar. 





Uber eine neue Bildungsweise des symmetrischen 


Diphenylguanidins und seine pharmakologische Wirkung. 


Von 
Otto Riesser. 





(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Greifswald.) 
(Der Redaktion zugegangen am 2. August 1923.) 


Vor kurzem haben Werner und Bell?) eine sehr bequeme 
Methode beschrieben, um Guanidin in vortrefflicher Ausbeute 
darzustellen (90,8°/, der Theorie). Sie erhitzen ein Gemisch 
molekularer Mengen von Dicyandiamid und Ammoniun- 
rhodanat 3 Stunden auf 120° Die Schmelze besteht dam 
fast nur aus reinem Guanidinrhodanat. Der Versuch gelingt 
iibrigens, wie ich feststellen konnte, ebensogut mit wasser- 
freiem Ammoniumchlorid. Werner und Bell nehmen az, 
daB das Dicyandiamid sich in der Hitze depolymerisiere zu 
Cyanamid und daB dann die bekannte Cyanamidsynthese sich 
vollziehe. Sie haben spiter?) das Verfahren mit gleich gutem 
Erfolge auch auf die Darstellung von Methyl- und asyn- 
metrischem Dimethylguanidin ausgedehnt, indem sie Methy)- 
amin- bzw. Dimethylguanidinhydrochlorid mit Dicyandiamid 
schmelzen. Hierbei ist zu beachten, dafB bei niederer T'en- 
peratur hauptsichlich das Biguanid entsteht, bei héherer jedoch 
fast quantitativ die substituierten Guanidine. Es besteht kein 
Zweifel, daB sich dieses Verfahren zur Darstellung vieler sub- 
stituierter Guanidine verwenden lat. Ob es auch auf aro- 





1) Werner u. Bell, Jl. of chem. Soc. (London) Bd. 117/118, S. 1133 
(1920); Berichte itiber die gesamte Physiologie Bd. 5, S. 462 (1921). 

*) Werner u. Bell, Jl. of chem Soe. (London) Bd. 121/122, S. 1790 
(1922); Berichte iiber die gesamte Physiologie Bd. 16, S. 179 (1923). 
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' matische Guanidine anwendbar ist, war noch nicht untersucht 
: worden. Allerdings haben schon Lumiére und Perrins’) die 
q Reaktion zwischen Anilinchlorhydrat und Dicyandiamid studiert. 
4 Sie erhitzten ein Gemenge molekularer Gewichte dieser Sub- 
- stanzen im Olbade bis die zuerst geschmolzene Masse eben 
4 wieder fest wurde. Sie bestand dann im wesentlichen aus 
q Phenylbiguanid. In analoger Weise stellten die beiden Forscher 
' auch die Biguanide einiger Anilinderivate dar. 


Da auch bei Anwendung nichtaromatischer Amine bei 


' nicht gentigend hoher Temperatur zunichst die Biguanide ent- 
: stehen und erst bei héherer die Guanidine, so erschien es 
méglich, daB auch beim Erhitzen von Anilinchlorhydrat mit 
Dicyandiamid auf hoéhere Temperaturen die phenylsubstituierten 
' Guanidine sich bilden kénnten. In der Tat zeigt es sich, 
_ daB bei Erhéhung der Temperatur bis tiber den Schmelzpunkt 
des Anilinchlorhydrats, d. h. also auf etwa 200°, die Reaktion 
_ bis zu den Guanidinen verliuft. Entgegen der Erwartung 
' wurde aber kein Monophenylguanidin sondern nur symmetrisches 
| Diphenylguanidin, wenn auch in sehr geringer Ausbeute, er- 
' halten. Es reagieren also, wenn wir die Auffassung von 
Werner und Bell uns zu eigen machen, jeweils 2 Molekiile 
Anilin mit einem Molekiil Dicyandiamid, unter Freiwerden 
- von Ammoniak. 


Neben dem Diphenylguanidin entstehen noch andre Sub- 


stanzen bei der Reaktion. In relativ gréBerer Menge wird 
' eine Fraktion erhalten, die wahrscheinlich ein Melaminderivat 
‘ist, und im wesentlichen aus Triphenylmelamin bestehen 
' dirfte. Kine erschépfende Durcharbeitung der Reaktion war 
nicht das Ziel meiner Untersuchungen. Herr Prof. Posner 
_ vom hiesigen chemischen Institut hat den weiteren Ausbau der 
Reaktion und das Studium ihrer Anwendbarkeit auf andere 
| Anilinderivate tibernommen und wird dariiber spiiter an anderer 


Stelle berichten. Uns interessierte naturgemiB in erster Linie 
die pharmakologische Seite der Frage. Die Guanidinderivate 


1) Lumiére und Perrins, Bull. Soc. chim. France Bd. 33, 8. 205; 
Chem. Zbl. 1905, Bd. I, S. 730. 
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sind vor allem durch die Arbeiten von Fiihner?) als eine 
pharmakologisch in mehr als einer Hinsicht beachtenswerte 
Gruppe bekannt. Besonders eingehend ist ihre Muskelwirkung 
untersucht. Ihre Ergebnisse haben AnlaB gegeben zu dep 
neueren Versuchen, die Guanidinvergiftung in Beziehung 2 
der Tetanie der Kinder, bzw. der nach Entfernung der Neben. 
schilddriisen auftretenden Tetanie zu bringen. Sowohl Guanidiy 
wie Methyl- und asymmetrisches Dimethylguanidin erzeugen 
am isolierten Froschmuskel wie am ganzen Tier sehr charak- 
teristische fasciculire und fibrillire Muskelzuckungen. Die 
Wirkung an Siugetieren ist insbesondere von Noel Paton 
und Findlay’) sowie von E. Frank‘) und von Nothmann‘! 
eingehend studiert worden. Bemerkenswerterweise ist asyn- 
metrisches Diithylguanidin ganz unwirksam (Nothmann). Ks 
erschien daher die Untersuchung eines phenylsubstituierten 
Guanidins nicht ohne Interesse. 


I. Bildung von Diphenylguanidin aus Dicyandiamid und 
Anilinchlorhydrat. 


Das angegebene Verfahren ist das Ergebnis einer sehr 
groBen Zahl von Versuchen. Obwohl nach Erkenntnis der 
Reaktion vielleicht anzunehmen gewesen wire, daB ein Gemenge 
von 2 Molekilen Anilinchlorhydrat mit einem Molekiil Dicyan- 
diamid das gegebene sei, so haben wir doch das von An- 
fang an gewahlte Verhiltnis von einem Molekil zu einem Molekiil 
beibehalten, da die Wahl andrer Gewichtsverhiltnisse uns 
keine bessere Ausbeute gab. Die Ausbeuten sind Mittelzahlen 
aus einer gréBeren Anzahl von Einzelversuchen. 

10 g Anilinchlorhydrat werden mit 3,2 ¢ Dicyandiamid 
fein verrieben und in ein weites Reagenzrohr gefillt. Dieses 
wird im Olbade oder Schwefelsiurebade langsam erhitzt. Bei 
etwa 125° schmilzt die Masse zum ersten Male, bzw. erweicht 
sie, um gleich danach wieder zu erhirten. Gegen 190—200" 





’) Fiihner, Heffters Handb. d. exper. Pharmakol. Bd. I, S. 684 (1922). 

*) Noel Paton u. Findlay, Jl. exper. Physiol. Bd. 10 (1916). 

*) E. Frank, Stern u. Nothmann, Zs. f. d. ges. exp. Med. Bd. 24, 
S. 341 (1921). 

*) Nothmann, Ebenda Bd. 33, S. 316 (1922). 
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eine JF schmilzt die Masse erneut und vollstindig (Schmelzpunkt des 
verte [fF Anilinchlorhydrats 198°) zu einer ziahflissigen, blaugriinen 
kung ‘ Masse. Die Temperatur wird nunmehr 3 Stunden bei 190° 
den belassen. Darauf liBt man erkalten und behandelt die zu 
> 2 [ einer harten Masse erstarrte Schmelze mit Alkohol unter Er- 





ben wirmung im Wasserbade. Hierbei bleibt ein kleiner Anteil 


eames 


din ungelést, der nach Abfiltrieren und ‘Trocknen an der Luft 
etwa 0,2 g wiegt und nicht niher untersucht wurde. Das blau- 


violette Filtrat wird jetzt mit viel Wasser oder mit verdiinnter 
(etwa 2°/, iger) Salzsiiure versetzt, so lange noch Triibung ein- 
tritt. Es bildet sich ein voluminéser, grauweifer Niederschlag, 


a ap 
a) es 
SS 
LES RS, LR 


nn’ # der nach 24 Stunden abgesaugt und mit Wasser ausgewaschen 
syn- J wird. Nach dem ‘Trocknen an der Luft wiegt diese in Wasser 
Es J unldsliche Fraktion 1—2 g, in ihrer Menge abhingig von der 


rten [F Hohe des Erhitzens. Bleibt man unter 195°, so erhilt man 

| etwa 1g, erhitzt man, wie wir es im Anfang meist taten, bis 

4 ; auf 200 und 220°, so betragt die Ausbeute an dieser Substanz 
2 ¢ und dariiber. 


Die von dieser Abscheidung getrennte, klare und zunichst 


s : farblose, wibrige Losung farbt sich beim Stehen an der Luft 
ie 4 allméhlich schwach bliulich. Sie wird jetat mit Natronlauge 
tie a im UberschuB versetzt. Dabei entsteht eine dicke weiBbe 
An. _ Tribung, die sich zu einem zihen, weiben Niederschlag zu- 
ki sammenballt und teils in Klumpen am Boden, teils in Schlieren 
on ee der Wand sich absetzt. Dies ist die Basenfraktion. 
Men | Aufarbeitung der Basenfraktion. iB 
nid ; Man kann auf zweierlei Weise verfahren. Meist haben : 
_£@ wir sofort nach Alkalizusatz tiichtig mit Ather im Scheide- Ye 
Ses - .. : ‘ ‘ re 
Be} q trichter ausgeschiittelt. Der gesamte Niederschlag geht dabei : 
cht 4 leicht in den Ather. Dieser wird abgelassen, iiber wasser- ‘ 
00° ; freiem Natriumsulfat iiber Nacht getrocknet, abfiltriert und i 
' abdestilliert. Es hinterbleibt ein zum Teil krystallinischer "i 
22) zum Teil dliger Riickstand, der weiter zu reinigen ist. Man f 
oo j kann aber die Atherausschiittelung umgehen, indem man nach 


_ Versetzen mit Natronlauge durch Reiben mit dem Glasstab ein 
' Zusammenballen der wasserunlislichen Basenfraktion herbeifiihrt 
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und sie durch AbgieBen und Abfiltrieren:isoliert. Dies Verfahrey 
hat den Vorteil, daB unveraindertes Anilin wenigstens teilweise 
entfernt wird, indem es durch das Filter geht, wahrend bei dey 
Ausiitherung das Anilin vollstindig in den Ather und damit in die 
Basenfraktion gelangt. Es wire wohl auch an eine Wasserdampt. 
destillation des Gemenges zur Entfernung des Anilins zu denkey, 


Zur weiteren Reinigung gingen wir meist so vor, dab wi; 
das Basengemenge in Alkohol lésten und danach mit Wasser 
versetzten, aber nie so weit, da8B eine dauernde Triibung ent. 
steht. LiaSt man nun einige Stunden stehen, so krystallisier 
eine Substanz meist in schénen Nadeln aus. Sie wird ab. 
filtriert und mit wiBrigem Alkohol gewaschen. Die Ausbeute 
an diesem gereinigten Produkt ist eine recht unbefriedigende. 
Wahrend das basische Rohprodukt nach der Fallung mit NaOH 
trocken noch 1—1,5g wiegt, erhailt man nach dem Un. 
krystallisieren nur noch 0,5—1 g der Krystalle. Versuche, aus 
der Mutterlauge noch mehr zu gewinnen, gaben nur selten 
eine Ausbeute aus reiner Substanz. Durch wiederholte Un. 
krystallisation gereinigt, stellt das krystallinische Produkt 
schéne weiBe Nadeln dar, die bei 145—148° schmelzen. 


Die Krystalle sind in Alkohol und in Ather sehr leicht, 
in Wasser fast gar nicht léslich. Die alkoholische Lésung 
reagiert stark alkalisch. In Salzsiure lésen sie sich auf 
Nach dem Verdunsten hinterbleibt das Chlorid in Form eines 
nicht zur Krystallisation zu bringenden Sirups. Bei der Be- 
handlung mit Salpetersiure lésen sich die Krystalle zuerst, 
worauf sich das Nitrat, als in Wasser schwer lésliche, schéne 
Krystallmasse abscheidet. Auch das gut krystallisierende 
Sulfat ist in Wasser schwer léslich. Eine Lésung des Chlorids 
gibt mit Goldchlorid eine gelbe Triibung, die sich binnen 
kurzem in eine schén krystallinische Abscheidung verwandelt. 
Das Goldsalz ist in Ather léslich. Eine Analyse des bei 110' 
getrockneten Aurats ergibt: 


Angewandte Substanz: 0,2516 g. Nach dem vorsichtigen Veraschen 
hinterbleibt ein Goldriickstand von 0,0896 g. Daraus berechnet 
sich ein Goldgehalt von 35,61 °/,. 


Berechnet fiir Diphenylguanidin-Goldchlorid 35,88 °/, 
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thren Die Analysen des C, H und N ergaben!): 

Wise q i. Angewandte Substanz: 20,27mg. Gefunden CO, = 54,685 mg, * 
1 dey E H,O = 11,600 mg. Also gefunden 73,57°/, C und 6,99°/, H. a 
n die a Ber. fiir Diphenylguanidin C,,H,,N,, 73,97°/, C 6,16°/, H | 


mpl. i 2. Angewandte Substanz: 5,820 g. Gefunden 1,09 cem N bei 20° 


ae 


aiken, i und 722 mm Hg Barometerstand. 

Swit F 3, Angewandte Substanz: 3,243 mg. Gefunden 0,561 cem N bei 18° 
ASsey a und 757 mm Hg Barometerstand. Also gefunden 20,21 °/, 
siert Berechnet fiir C,3H,3N; 19,91 °/, N 


ri 


ab. Auf Grund der Analysen, des Schmelzpunktes und der 


ete : Higenschaften, insbesondere der Salze und des Chloraurats, ist 

nde, i die Substanz mit Sicherheit als symmetrisches Diphenyl- 

/NHC,H, 

™ & cuanidin: CNH gekennzeichnet. Diese Base ist zuerst MY 
as Se ia 
‘Iten Ue oN . 


- von Hofmann?) durch Einleiten von Chlorcyan in Anilin dar- 


“ schriften dieser Autoren durchgefiihrte Reaktion ergab die 
one a . 

| gleichen Produkte. 
j Die Ausbeute an reinem Diphenylguanidin betragt 0,5 g 
_ oder wenig dariiber aus 10 g Anilinchlorhydrat und 3,2 g 


“7 ' gestellt worden, wobei intermediir Cyananilid entsteht. Sie 

liBt sich daher nach Cahours und Cloez*) auch durch Zu- 
' sammenwirken von Cyananilid und Anilinchlorhydrat erhalten. 
lent 4 Ihre in der Literatur angegebenen Eigenschaften und die 
— q ihrer Salze stimmen genau zu denen der von uns dargestellten 
ai ' Base. Nach Weith und Schroeder‘) entsteht aus Diphenyl- 
mS guanidin durch Kochen mit CS, ein Diphenylsulfoharnstoff 
: und Rhodanwasserstoff. Die mit unsrer Base nach den Vor- 
rst, 





nen 3 . ; ‘ 
_ Dicyandiamid. 
elt. ‘ 
10° & me weed 
4 '!) Fir die Ausfihrung der nachfolgenden Analysen bin ich den 
Herren Dr. Wrede, Greifswald. und Dr. Weyl, Miinchen, zu groBem 
hen JF Dank verpflichtet. 


vnet *) Hofmann, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 67, S. 124 (1848). 
’) Cahours u. Cloez, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 90, S. 93 (1854). 
*) Weith u. Schroeder, Chem. Ber. Bd. 7, 8. 987 (1874). 
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Die in Wasser unlésliche Fraktion. 


Die durch Wasser oder verdiinnte Salzsiure aus de 
alkoholischen Liésung der Schmelze erhaltenen Fraktion ste}; 
trocken eine dunkelgraue harte Masse dar. Ausbeute an lui. 
trockner Substanz etwa 1,0 g. Durch Umkrystallisieren ay 
96 °/,igem Alkohol erhalt man schéne, glitzernde, farblos 
Krystallplattchen, deren Aussehen unter dem Mikroskop indessey 
nicht einheitlich ist, auch nicht nach wiederholter Umkrystall. 
sation. Das so erhaltene Produkt ist nicht mehr gefarbt. Wihrend 
die ersten Krystallisationen noch Chlor enthalten, sind die 
letzten chlorfrei. Der Schmelzpunkt, der zuerst gegen 23) n 
bis 240° hegt, ist in den reinsten Fraktionen 218—220°. D 

Die Analysen der Substanz ergaben folgende Werte: 


1. Angewandte Substanz 20,395 mg. Gefunden CO, = 52,135 mg, 
H,0 = 9,915 mg. Also C = 69,71°/,, H = 5,45 %/,. 

2. Angewandte Substanz: 2,793 mg. Gefunden N = 0,512 cem bei 
19° und 757 mm Hg Barometerstand. Also N = 20,79 °/). 

3. Angewandte Substanz: 2,623 mg. Gefunden N = 0,489 ccm 
bei 19° und 757 mm Hg Barometerstand. Also N = 21,14 °/,. 

Der hohe N-Wert der Substanz lieS von vornherein ein : 
Melaminderivat vermuten. Man konnte an Tetraphenylmelamin 
denken, da Diphenylguanidin beim Erhitzen auf 180° in diese 
Substanz tibergeht. Fiir Tetraphenylmelamin (C,,N,H,,) be- 
rechnen sich indessen C = 75,385 °/,, H = 5,12 °/,, N = 19,53), 
Wesentlich naher liegen unsre Zahlen den fiir Triphenylmelamin 
berechneten. fiir C,,N,H,, ist C = 71,19°/,, H = 5,08°),, 
N = 23,73 °/). Herr Prof. Posner hat uns schlieBlich daraut 
aufmerksam gemacht, daB unsre Substanz wahrscheinlich nicht 
vollig Cl-frei war. Ihm selbst ist es, wie ich einer persdn- 
lichen Mitteilung verdanke, inzwischen gelungen, durch Her- 
stellung der freien Base das Triphenylmelamin mit Sicher- 
heit als solches nachzuweisen. Hieriiber, wie iiber die sonstigen 
Befunde der fortgesetzten chemischen Untersuchungen, wird 
spaiter an anderer Stelle niher berichtet werden. 
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II. Pharmakologische Wirkungen des Diphenylguanidins. 
Das Diphenylguanidin ist wesentlich giftiger als das eit- 
fache Guanidin. Grasfrésche von 20—30 g werden nach 
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Fihner durch Dosen von 100—200 mg unter Laihmungs- 
erscheinungen getdtet. Vom Diphenylguanidin braucht man 
hierzu nur 5—6mg. JDabei schligt das Herz noch viele 
Stunden, anscheinend ohne die geringste Schidigung weiter, 
eine besonders auffallige Erscheinung. Auch Fiihner erwahnt, 
daB das Herz nach Guanidinvergiftung zuletzt seine Tatigkeit 











 einstellt. 

4 Injiziert man einem Wasser- oder Grasfrosch 0,5—1 mg 
des Diphenylguanidins, in Salzsiure gelést und genau neu- 
 tralisiert, subcutan, so stellen sich innerhalb von 10—20 Mi- 
 nuten sehr charakteristische Vergiftungserscheinungen ein, die 
' nur zum Teil an die Erscheinungen bei Vergiftung mit den 
e einfachen Guanidinen erinnern. Zuerst fallt auf, daB die 
















35 me spontanen Bewegungen des Tieres unsicher werden. Von vorn- 
- herein werden die Vorderbeine befallen, die paretisch werden. i 

wile '_ Die Bewegungen der Hinterbeine werden zwar sehr kriftig a 

ee 4 ausgefiihrt, der versuchte Sprung aber bleibt erfolglos. Sehr ie 
|” bald ertrigt das Tier Riickenlage. In den nachsten Minuten 

1 en |. Steigert sich die Reflexerregbarkeit gegen Berithrungsreize auBer- 

amin [| ordentlich. Die geringste Berithrung, besonders an den Zehen, 

diese a list heftige, aber ungeordnete Abwehrbewegungen aus, die den 

’ be. q Charakter kurz dauernder, klonischer Krimpfe haben. Die 

39. | Bewegungen sind als Strampeln zu bezeichnen, wobei das Tier 

vmiy & kaum von der Stelle kommt. Bei nicht zu starker Vergiftung 

39), a kann aus diesem Zustand nach mehr oder weniger langer Zeit 

rau! | Vollige Erholung eintreten. Bei héheren Dosen aber folgt ihm 

icht © } ein Stadium der vélligen Lihmung. Nur der Cornealreflex ist ’ 

son- 3 zunichst noch auslésbar, sonst kein andrer Reflex mehr. In 

_— j der ersten Zeit dieser totalen Lihmung gibt Reizung mit dem 

her. —  ‘aradischen Strom sowohl vom Muskel als vom Nerven aus 


noch gute Kontraktionen der Muskeln. Man muB also an 










igen 

nd eine Riickenmarkslahmung denken. In den spiteren Stadien | 
nimmt die indirekte wie die direkte Erregbarkeit mehr und as 
mehr ab. Erstere scheint etwas friiher zu erléschen als : 
letztere. SchlieBlich hort auch der Cornealreflex auf. Das 

ain- Tier ist anscheinend tot, und in der Tat erholt es sich aus 

ach 





¥ 
diesem Zustand nicht mehr. Um so mehr fallt auf, daB auch | 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXXI. 15 ; 
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noch 12 und 24 Stunden nach Eintritt der vdlligen Refley. 
losigkeit das frei gelegte Herz noch sehr gut, anscheinenj 
normal schligt. In keinem Stadium der Vergiftung treten dj 
vom Guanidin her bekannten fibrilliren Zuckungen anf 
Wahrend des Zustands der erhdhten Reflexerregbarkeit: be. 
obachtet man allenfalls, daB jeder Reizung und Abwehrbewegung 
einige tremorartige,: zitternde Bewegungen der Glieder uni 
besonders auch des Kopfes folgen, die jedoch sofort wiede 
aufhéren. 

Auch am isolierten Muskel fehlen die fascicularen und fibril. 
laren Zuckungen. Die beiden Gastrocnemii einer Temporaria 
wurden gleichzeitig, der eine mit Dimethylguanidinhydrochlorid 
1/10000, der andere mit Diphenylguanidinhydrochlorid 1/1000¢ 
in Ringer behandelt. Wahrend unter Dimethylguanidin schnell 
die typischen Zuckungen auftraten, fehlten sie bei dem mit 
Diphenylguanidin vergifteten vollstandig. Hier beobachtet ma 
nur eine allmahlich eintretende und schlieBlich vollstiindige 
Lihmung ohne Kontraktur. Diese Lahmung ist gar nicht oder 
doch nur sehr unvollkommen reversibel. 

Auch in einem Vergiftungsversuch an der weifen Mau 
kennzeichnete sich das erste Stadium als eine Kombination 
von beginnender absteigender Lihmung mit erhdhter Refler- 
erregbarkeit fiir taktile Reize. Der Tod erfolgte durch all. 
mahlichen Stillstand der Atmung ohne eine Spur von Krimpfen. 
Der Versuch, einen mit Diphenylguanidin vergifteten Frosch 
durch Injektion von CaCl, zu retten, schlug fehl. 

Hs ist somit das Diphenylguanidin als ein zentral lahmendes 
Gift zu bezeichnen. Der Lihmung voraus geht ein Stadium 
erhéhter Reflexerregbarkeit. Kine Zeit lang besteht beides 
nebeneinander. In héheren Dosen scheint es allgemein lihmen¢ 
auf die Zellfunktionen zu wirken. Wir hoffen, die Analyse 
der Wirkung dieses Giftes in Bilde noch weiter ergiinzen 
zu k6nnen. 

Zusammenfassung. 

Beim Erhitzen von Dicyandiamid mit Anilinchlorhydrat 

auf 190—200° bildet sich neben anderen Kérpern, insbesondere 
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neben Triphenylmelamin, das symmetrische Diphenylguanidin. | 
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Die pharmakologische Untersuchung ergibt die erhebliche 
'Giftigkeit dieser Substanz, deren Wirkung durch ein Neben- 
' und Nacheinander von erhéhter Reflexerregbarkeit und zentraler 
Lahmung gekennzeichnet ist. Das Herz erweist sich als sehr 
 resistent. Beim Warmbliiter ist Atemstillstand die Todes- 
 wrsache. Am isolierten Froschmuskel bewirkt die Substanz 
F nur eine langsam fortschreitende Lahmung. F ibrillare Zuckungen 
werden vom Diphenylguanidin weder am ganzen Tier noch am 
' jsolierten Muskel ausgelést. 
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II. Mitteilung”). 7 b 








Untersuchungen tiber den Einflu8 der Vitaminzufuhr P a 

und des Hungerns auf Gasstoffwechsel, Gewicht und Lebensdauer q u 
vitaminfrei ernahrter weiBer Mause. se 

Von li 

Franz Groebbels. § t 

Mit 15 Kurven im Text. 4 


cketantetiananiciianis . t 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitit Hamburg, Allgemeines Krankenhay * 
Hamburg-Eppendorf. Vorstand: Professor Kestner). 


(Der Redaktion zugegangen am 2. August 1923.) 


In friiheren Untersuchungen?) habe ich im Gegensatz 2 
Abderhalden?), W. R. HeB*), Bickel‘) u. a. festgestellt, dat 
wir bei vitaminfreier Ernihrung im Stoffwechsel zwei Stadien 
unterscheiden kénnen, ein eigentliches Avitaminosestadium mit 
gesteigertem Gaswechsel und ein zweites Stadium, in welcheu 
der Gaswechsel mehr und mehr sinkt. Ich sprach die Ver- 
mutung aus, daB das letztere Stadium nur dem Grade wil 
nicht dem Wesen nach von einer Inanitionswirkung verschiedet 
sei, und da8 man darum nicht berechtigt sei, das Sinken de: 
Gaswechsels bei Avitaminose als das Charakteristikum dieser 
Stérung im Organismus aufzufassen. 

Weitere Versuche, deren Ergebnisse bereits vorliufig mit: 
geteilt wurden) und hier erweitert und erginzt wiedergegeben 
werden sollen, haben meine Auffassung bestitigt. 

Um méglichst genaue Vergleichsresultate zu gewinnel, 





*) Diese Arbeit sei in Verehrung und Dankbarkeit meinem Lehrer, 
Herrn Professor Kestner, zum 50. Geburtstag zugeeignet. 
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sind auch diese Untersuchungen ausschlieBlich an weiBen Mausen 
angestellt, ein Tiermaterial, das sich aus dem Grunde besonders 
zu den Versuchen eignet, weil es, soweit meine Erfahrungen 
reichen, die gereichte Nahrung sehr gleichmafSig aufnimmt. 
Alle Versuchstiere sind anschlieBend an die I. Mitteilung fort- 
laufend numeriert. 

Was die Versuchsanordnung betrifit, so war sie die in 
der I, Mitteilung beschriebene. Bestimmung des absoluten Ver- 
brauches in 15 Min.-Versuchen im Kestnerschen Respirations- 
- apparat fiir kleine Tiere, Beobachtung des Kérpergewichtes 
lauer E und der Lebensdauer, welch letztere bei ausschlieBlicher Fiitte- 

' — rung mit vitaminfreiem Reismehl zwischen 13 und 18 Tagen 
liegt. Alle O,-Werte sind absolut auf die Stunde, 760 mm 
Hg-Barometerstand und 0° berechnet. Beziiglich der Dar- 
reichungsform der vitaminfreien Reisnahrung sei auf die I. Mit- 
teilung verwiesen. 
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cenhans 
Versuchsreihe I. 
Maus Nr. 24—35. Kurve 1—5. (Jeder Kurve liegt der 
stiindliche absol. O,-Verbrauch, red. auf 0° und 760 mm Hg, 
tZ Zi = abso/. 2 Kerbrauch in eam 
, oe red.prosh FI WN RAMU BAN ON BWI Yay We a sil 
wg a | Mawes V? 2% 
adien ia 
1 mit 1 = pees i 
a ie i s ? 
chen Fe 140 | ! ir 
- 3 / . 
Ver- é . 130 | A ZL 
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a Kurve 1. 


nnet, ee 
' wnd das Kérpergewicht einer Maus zugrunde.) Es wurde 


ehrer, . _ : ; Parte 
zuniichst an zwolf Mausen die Frage untersucht, wie die Zufuhr 
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vitaminhaltiger Nahrung auf Gaswechsel, Gewicht und Lebens. 
dauer vitaminfrei ernihrter weiBer Miuse einwirkt. 


abs.& Verbrauch Tm com 


Franz Groebbels, 
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Als vitaminhaltige Nahrung wurde Hafer gewahlt, der nach 
Angaben der Literatur den Faktor B reichlich enthalt, nach 
meinen spater gegebenen Befunden aber auch die Faktoren 4 


und C enthalten muB. 


Wenn wir Mause unter Zugabe von Wasser ausschlieflich F 
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und standig zu und zeigen lange Zeit keinerlei Stérungen 


ibrem Befinden. 


Die Haferfiitterung kann also als eine fir 
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ens. unsere Untersuchungen ausreichende Vitaminzufuhr angesehen 





werden. 


























































































































































































4 Ich ging bei meinen Versuchen nun so vor, daB ich den 
‘a aés. a Verbrauch (9 com - -" 
4 rec’ proFk 92 13 1% 15 1% 13 14 19 «20: 21:°92:«23:« 2p UF 86 23 «18 29: 90 7 st 2 3 
oe 110 | 
Pa e 
7100 7 a ae Maus N* 374. 22 
90 pi Lye Pie } i." NI A 
MH V4 / * Pag | ee ica all 
$0 Ries a 
‘ | ene ee Maminfreie 
¥0 4 ia ‘J S/S = Reisment 
Gemicht + 4 | 
E+ b0 7 ie Ts — be rl : 
wou Kh i | a a8 
a3 5G ane onan | on oe | “4 a 2 ie ‘ \ 
3h wn J—~- 4 —— Be | WA ¥ ; 
92 + a Re bdienies se ms |: ag 
: ‘ i. r : ‘NJ / 
+ = i T ie: “J | 
4 x ee SR | 
: i | 4 ; 
@ 9 a # 
nach a Kurve 4. bs 
nach fF f 
24 HinfluB der Haferfitterung im I. und im II. Stadium der 
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d. h. auf eine Nahrung, welche vollwertige KiweiBkérper, aber 
keine Vitamine enthilt. 

a Nach 1—5 Tagen vitaminfreier Ernihrung wurden die 
fi q Tiere mit Hafer gefiittert und dieser Wechsel von Vitaminzufuhr 
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und Vitaminentziehung bei jeder Maus mehrfach wiederholt 
Das Ergebnis war stets dasselbe. 

Bei jeder Einstellung der Ernahrung in das vitaminfreie 
Regime zeigten die Tiere einen gesteigerten Verbrauch und 
einen voriibergehenden Anstieg in der Gewichtskurve. 

Bei Zufuhr von Hafer dagegen ging der gesteigerte 
Gaswechsel auf die Norm zuriick, zumeist in der Weise, 
daB er zunichst unter die Norm sank, um erst nach einigey 
Tagen wieder bis zum Normalverbrauch anzusteigen. Den- 
selben Effekt der Haferfiitterung beobachten wir iy 
der Gewichtskurve. 

Ganz anders war der Effekt der Haferfiitterung im 
II. Stadium der Avitaminose, wie ich ihn an 5 weiteren Miusen 
beobachten konnte, von denen 4 dreizehn Tage, 1 neun Tage 
vitaminfrei ernihrt worden waren. 

Hier trat in direktem Gegensatz zu Haferwirkung in 
I. Avitaminosestadium auf Haferzufuhr ein Anstieg des 
Verbrauchs und des Gewichtes auf. Nach 1—5 Tagen war 
der Normalverbrauch wieder erreicht. 


Versuchsreihe II. 
Maus Nr. 36—57. ‘Tabelle I. Kurve 6—8. 


In einer weiteren Versuchsreihe wurde der KinfluB des 
Hungerns auf Verbrauch, Gewicht und Lebensdauer der vita- 
minfrei ernihrten Tiere untersucht. Es galt festzustellen, o) 
das Hungern bei Avitaminose Gaswechsel, Gewicht und Lebens- 
dauer in anderer Weise beeinfluBt als im Haferregime. 

LaBt man eine weife Maus nach Haferfiitterung bis zum 
Hungertode hungern, so nimmt ihr K6érpergewicht um 20—30",, 
ab, die Abnahme im Verbrauch aber erreicht, wie T'abelle | 
an acht Miusen zeigt, sehr verschiedene Werte, die in keinem 
Verhaltnis zam Wachstumsalter der Tiere stehen. 

Ich habe nun zunidchst an 4 Miusen, Nr. 39—42, den 
EinfluB 24stiindigen Hungerns nach Haferfiitterung und dann 
nach dreitaigiger Ernihrung mit vitaminfreiem Reismehl be- 
stimmt. Weder fiir Verbrauch noch fiir Gewicht ergaben sich 
eindeutige Unterschiede. 
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not. Bei weiteren elf Miausen, Nr. 43—53, die 3—5 Tage vita- a 
minfrei ernihrt wurden und dann 24 Stunden hungerten, sank 2 
Teie # der Verbrauch ganz wie bei vorausgehender Haferfiitterung 



















































































und auf sehr verschiedene Werte. 
Fiir das Gewicht fielen die Werte annihernd mit denen 
rte TH beim Hungern nach Haferregime zusammen. 
BISe, , 
igen : 26s, % Verbrauch in com a pr 4 H 
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des Kurve 6. 
rita- 
0 - Doch war fir das Gewicht zu beobachten, daB es im 
ens- Durchschnitt nach 4—5tigigervitaminfreier Ernahrung 
stirker sank als nach 3tagiger. 
A Von besonderer Bedeutung nun scheinen mir die Ergeb- 
0°), nisse bei den Mausen Nr. 42, 47 und 49. Betrachten wir 
le i nimlich die Abnahme im Verbrauch, so ist sie bei Maus Nr. 42 
nem ganz gering, bei Maus Nr. 49 itibersteigt der Verbrauch, trotz 
24stiindigen Hungerns, den Normalwert noch um 16°/,. 
den Es handelt sich um Versuche, bei denen das Hungern in 
ann den durch vitaminfreie Krnahrung gesteigerten Verbrauch fiallt. 
be- DaB auch beziiglich des Gewichtes besondere Verhaltnisse 
sich J vorliegen kénnen, zeigt das Ergebnis bei Maus Nr. 47. 


Um die Frage zu untersuchen, ob das II. Stadium der 





ee ts ee ee re 


220 Franz Groebbels, 


Avitaminose eine Inanitionskomponente enthilt, habe ich sowoh| 
nach Haferfiitterung wie nach vitaminfreier Ernahrung die 


absol.% Verbrauch sa con 
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Kurve 7. 


Mause bis zum Hungertode hungern lassen und Gewichtsabnahme 
wie Lebensdauer bestimmt. 


Die Gewichtsabnahme lag in beiden Fallen zwischen 
20 und 30°). 
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Fiir die Lebensdauer ergab sich folgendes: Waihrend im 
I. Avitaminosestadium nach 4—5tiagiger vitaminfreier 
Ernaihrung die Lebensdauer gegeniber vorausgehender 
Haferfiitterung kaum verindert ist, lebten nach 13 ta- 
giger vitaminfreier Ernahrung die Tiere nur halb s9 
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lange, nach 14 Tagen vitaminfreier Ernihrung war die 
Lebensdauer noch mehr verktirzt. 


Ich habe in dieser Versuchsreihe ferner untersucht, welchen 
Effekt die vitaminfreie Nahrung auf Verbrauch und Gewicht 
ausibt, wenn man die Tiere 3—5 Tage vitaminfrei ernahrt, 
94 Stunden hungern laBt und dann vitaminfrei weiterfiittert. 
Es zeigte sich hier, daB fiir die Wirkung der vitaminfreien 
Nahrung nach dem Hungern die Wirkung dieser Nahrung vor 
dem Hungern maBgebend ist. War der Verbrauch vor dem 
Hungern nur wenig gesteigert, so stiegen bei der Fiitterung 
nach dem Hungern Verbrauch und Gewicht nur wenig und 
langsam an, in einem Falle sank das Gewicht, in einem anderen 
der Verbrauch weiter. Reagierten die Mause dagegen auf vita- 
minfreie Ernahrung vor dem Hungern mit einer starkeren 
Steigerung des Verbrauchs, so stiegen bei derselben Ernahrung 
nach dem Hungern Verbrauch und Gewicht weit starker an, 
in 2—3 Tagen waren dann zumeist Normalverbrauch und 
Normalgewicht wieder erreicht. 


Versuchsreihe LII. 


Maus Nr. 58—69. Kurve 9—12. 


In weiterer Verfolgung meiner Untersuchungen legte ich 
mir die Frage vor, welchen EinfluB einzelne Nahrungsstoffe 
im Hinblick auf ihren Gehalt an Vitaminfaktoren 4, B und C 
auf Verbrauch, Gewicht und Lebensdauer vitaminfrei ernahrter 
weiber Maéuse gewinnen. 

Ich untersuchte zunichst die Hefe und ging dabei in 
folgender Weise vor. Aus einer Mischung, bestehend aus vitamin- 
freiem Reismehl, frischer Biackereihefe und Salzmischung wurden 
bei einer Temperatur von 80° Kuchen gebacken und diese 
Nahrung vitaminfrei erna’hrten weiBen Mausen im I. bzw. 
Il. Stadium der Avitaminose dargereicht. 

Betrachten wir zunachst die Wirkung dieser Nahrung im 
I. Stadium der Avitaminose Maus Nr. 58—64. 

Die Tiere wurden 2—9 Tage lang abwechselnd mit Reis- 
meh] und Hefereismehlmischung gefiittert. Sie zeigten wihrend 
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der Beobachtungszeit, die 24—29 Tage betrug, AuBerlich 
keinerlei von der Norm abweichende Erscheinungen. 
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Maus ° 58a 3 
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Die Wirkung des Hefezusatzes zur vitaminfreien Nahrung 
auf Verbrauch und Gewicht war eine durchaus charakteristische, 
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Ganz wie bei Haferfiitterung, die eine vitaminfreie Kr- 
nihrung unterbricht, sank auch hier der Verbrauch bei 
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 Hefezusatz auf die Norm zuriick, um jedesmal auf die 


\ taehfolgende vitaminfreie Ernahrung wieder anzu- 


steigen. 
Die Wirkung war bei Hetezusatz gegeniiber Hafer aber 


‘nsofern eine etwas andere, als bei Hefe das Sinken unter die 
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Norm in der Verbrauchs- und Gewichtskurve nicht zu _be- 
obachten war. 

Das Gewicht stieg in den meisten Fallen sofort nach 
Hefezusatz langsam an. Auch hier sehen wir nach Umstellung 
in die vitaminfreie Ernihrung einen kleinen voriibergehenden 
Gewichtsanstieg. 

Es muBte auffallen, daB bei dieser abwechselnden 
Fiitterung auch noch nach dem 20. Versuchstag der 
Zusatz von Hefe auf den Verbrauch herabsetzend 
wirkte. 

An den Miausen Nr. 61 und 62, 65—69, an denen 
ich die Wirkung des Hefezusatzes im II. Stadium der Avita- 
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minose beobachtete, ergab sich ein dem Hafer gleichsinniger 
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Kurve 12. 


J. Avitaminosestadium die Hefe Verbrauch und Gewicht 
herauf, am 4. bis 7. Tage ist fiir Verbrauch und Gewicht der 


normale Ausgangswert wieder erreicht. 


Versuchsreihe IV. 
Maus Nr. 70—79. Kurve 13-—15. 

Ich anderte meine Versuchsanordnung nun in der Weise, 
daB ich sofort nach vorausgehender Haferfiitterung die Miiuse 
mit Hefereismehlmischung ohne Unterbrechung weiter fiitterte. 

Die an 7 Tieren gewonnenen Ergebnisse sind sehr cha- 
rakteristisch. In einer Beobachtungszeit, die zwischen 19 und 
26 Tagen liegt, blieb der Gaswechsel von Anfang an 
gesteigert, d.h. wir haben hier gewissermaBen ein ver- 
langertes Avitaminosestadium vor uns. 

Mit dem Gaswechsel gleichsinnig stieg das Kérper- 
gewicht und hielt sich dann mit einigen Schwankungen 


auf einer bestimmten Hohe. 
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Welche Beziehungen zwischen den hier gewonnenen Be- 
fynden und denen bei fortdauernder Haferfiitterung bestehen, 
vergegenwartigt uns der Vergleich der Kurven von Maus a 
Haferfiitterung und Maus Nr. 70 Fiitterung mit Hefereismehl- 
mischung. Wir sehen bei Tieren mit gleichem Anfangsgewicht, 
daB die Fiitterung mit Hefereismehl den Verbrauch gegen- 
iiber Hafer steigert. Maus a hat den Verbrauchswert der 
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Maus Nr. 70 vom dritten Tage der Fiitterung mit Hefereis- 
mehlmischung erst am 25. Tage erreicht. 

Auch die anfaingliche Gewichtssteigerung bei Maus Nr. 70 
geht iiber die Kurve der mit Hafer gefiitterten Maus hinaus. 

Auch beziiglich des Gewichtes der mit Hefereismehl 
geliitterten Mause kénnen wir uns vorstellen, daB es sich um 
ein Verharren des Gewichtes in der Erscheinung handelt, 
welche bei vitaminfreier Ernahrung durch eine anfingliche 
Gewichtskuppe gegeben ist. 

Ich habe weiterhin nach einer Fiitterung mit Hefereis- 
mehl, die sich auf 19—26 Tage erstreckte, den EinfluB nach- 
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folgender Ernahrung mit Hafer bzw. vitaminfreiem Reismeh| 


untersucht, 
Auf Hafer sanken Gewicht und Verbrauch etwas ab, 
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dasselbe war der Fall, wenn ich die Tiere vitaminfrei weiter 


ernihrte. 


Nur in einem Falle stieg der Verbrauch nach 


Vitaminentziehung an. 
Wir haben schon bei der Betrachtung dieser Ergebnisse 
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die Beobachtung gemacht, da die Lebensdauer der Ther 
gegeniiber vitaminfreier Ernihrung erheblich verliangert jg. 
Um fir diese Frage weiteres Material zu gewinnen, habe jc 
an drei Mausen, Nr. 77—79, Gewicht und Lebensdauer }e; 
ausschlieBlicher Fiitterung mit Hefereismehlmischung bestimmt, 

Die kleinste Maus von 3,8 g Anfangsgewicht zeigte keine 
Gewichtssteigerung und starb am 17. Tage. Von den beide 
anderen dlteren Tieren lebte das eine 37, das andere 58 ‘l'age, 
Das Gewicht zeigte den charakteristischen Anstieg. 

Von besonderer Bedeutung scheint mir, daB bei Maus 
Nr. 78 etwa nach vier Wochen Verinderungen an den Augen 
auftraten, die zu Phtisis bulbi fihrten. 


Erklarung der Befunde. 


Wenn wir an eine Erklarung der hier niedergelegten Be. 
funde herantreten wollen, so kann es sich nur um Aufstellung 
vorlaufiger Hypothesen handeln, die aber dadurch Berechtigung 
gewinnen, als sie uns auf die weiteren Wege hinleiten, auf 
denen die Untersuchungen fortgesetzt werden miissen, um dem 
tatsichlichen Wesen der hier beschriebenen Erscheinungen 
niher zu kommen. 

Ernihren wir eine Maus quantitativ und qualitatiy zu- 
reichend oder lassen sie nach einer solchen Ernihrung hungern, 
so beobachten wir ein gleichsinniges Verhalten der Verbrauchis- 
und Gewichtskurve. 

Wir haben schon oben betont, daB wir im Bilde der 
Avitaminose zwei Stadien unterscheiden kénnen, ein I. Stadium, 
das eigentliche Avitaminosestadium, und ein II. Stadium, das 
nach unserer Auffassung einen Inanitionseffekt darstellt. 

Betrachten wir das Avitaminosestadium, so fallt uns in 
unseren Versuchen hier eine Erscheinung auf, welche man als 
Diskrepanz zwischen Verbrauchs- und Gewichtskurve bezeichnen 
kann. Dieses Mibverhiltnis zwischen Verbrauch und Gewicht 
auBert sich in den Kurven in zweierlei Weise. 

Einmal darin, daB bei den wachsenden Mausen nach 
vorausgehender vitaminfreier Ernihrung und _ nachfolgender 
Haferfiitterung der Hafer ganz im Gegensatz zu dem, was wir 
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a erwarten sollten, Verbrauch und Gewicht zunichst unter die 
- Norm herabdriickt und erst dann auf die Norm bringt. 
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Bei den Tieren, welche wir nach vorausgehender Vitamin- 
entziehung im I. Avitaminosestadium mit Hefereismehlmischung 
fittern, sind die Kurven etwas andere. Auch hier beobachten 
wir ein Herabgehen auf die Norm, doch ohne ein Kurvental, 
welches voriibergehend unter der Norm liegt. Hier sehen wir 
dann auch in einigen Fallen, daB der Verbrauch langsam auf 
die Norm sinkt, waihrend das Gewicht den entgegengesetzten 
Verlauf zeigt. 

Kine zweite Abweichung von den normalen Verhilt- 
nissen sehen wir, wenn wir die Tiere nach vorausgehender 
Haferfiitterung vitaminfrei ernaihren. Wir beobachten dann, 
dab der Verbrauch iiber die Norm ansteigt und das Gewicht 
diesen Anstieg in Gestalt einer kleinen Kuppe mitmacht. 
Fiittern wir die Miuse aber nach Haferdarreichung mit Hefe- 
reismehlmischung ununterbrochen weiter, so bleibt der Ver- 
brauch gesteigert und ebenso halt sich das Gewicht auf iiber- 
normaler Héhe. 

Betrachten wir den ersten Punkt, so wire daran zu 
denken, daB die Unterschiede im Verbrauch bei vitaminfreier 
Ernihrung einerseits, Hafer- und Hefezufuhr anderseits auf 
einer Anderung im Motilitatsverhalten der Tiere beruhen. 
Nun haben aber Knipping und Kowitz®*) in Bestatigung 
meiner Befunde an _ skorbutkranken Menschen _feststellen 
kinnen, daB Verbrauch und Gewicht bei Autoklavennahrung 
ansteigen, um nach Zufuhr frischer Nahrung wieder auf die 
Norm zu fallen. Desgleichen fand Knipping an _beriberi- 
kranken Kingeborenen auf Java einen gesteigerten QO,-Ver- 
brauch. Diese Versuche an Menschen, die vollstandig ruhig 
liegend mit dem Benediktschen Respirationsapparat unter- 
sucht wurden, beweisen, da® eine Anderung des Motili- 
titsverhaltens als Erklirung der Befunde nicht in 
Frage kommt. 

Zweitens wire in Betracht zu ziehen, daB die Mause bei 
Umstellung des Nahrungsregimes mit einer Anderung des 


Appetits, mit einer ungleichmafigen, gesteigerten oder ver- 
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ringerten Nahrungsaufnahme reagieren. Osborne u. Mendel’ 
glauben, da die Nahrungsaufnahme vom Stoffumsatz abhiingig 
sel. Sinkt der Stoffumsatz, so geht die Nahrungsaufnahme 
zuriick, steigt er, so geht sie in die Hohe. 

Ich tiberzeugte mich davon, daB die Tiere die dargereichte 
Nahrung fraBen. Durch Farbung des Hafers mit Carmiy 
gewann ich ein Bild iiber die Aufnahme und Geschwindigkeit 
der Ausscheidung dieser Nahrung. Ich erhielt keine von der 
Norm abweichenden Befunde. DaB der Wechsel in den Kurvyen 
nicht durch eine ungleiche Nahrungsaufnahme bedingt 
sein kann, geht aus folgenden Uberlegungen hervor. 

Wire die Aufnahme des Hafers oder der Hefereismeh- 
mischung im JI. Avitaminosestadium eine quantitativ unter 
normale, so hitten wir etwas ganz anderes zu erwarten, als 
wir finden. Verbrauch und Gewicht miiBten bei der gegen 
Hunger so empfindlichen Maus stindig unter die Norm weiter 
sinken, ein Wiederansteigen in Verbrauch und Gewicht nach 
Tagen wire ausgeschlossen. Wenn ferner die Tiere bei Un- 
stellung in die Haferfiitterung mit verminderter Nahrung: 
aufnahme reagieren wiirden, so wiire die entgegengesctzte 
Wirkung von Hafer und Hefe im II. Avitaminosestadium nicht 
zu erkliren. Daf schlieBlich die Sekretion der Verdauungs- 
sifte bei Avitaminose nicht gestért ist, haben die Unter 
suchungen von Miyadere’) am Hunde ergeben. 

Wir schlieBen aus diesen Erérterungen, daB dem 
beobachtenden Efiekt der Zufuhr von Hafer und Hefe im 
I. Avitaminosestadium besondere, bis heute nicht er- 
kannte Vorginge zugrunde liegen miissen, 

Wir kommen zum zweiten Punkt. DaB beim vitamin 
freien Regime die Steigerung des Verbrauchs nicht durch eine 
gesteigerte Nahrungsaufnahme bedingt sein kann, ist daraus 20 
schlieBen, da8 der Verbrauch noch gesteigert sein kann, wiihrend 
das Gewicht bereits absinkt. Wenn wir das I. Avitaminose- 
stadium betrachten, so kénnen wir zur Erklarung der hier 2u 
beobachtenden Befunde zwei Gesichtspunkte heranziehen. 

Der eine betrifft die Wirkung der Vitaminentziehung 
bzw. Vitaminzufubr auf Verbrauch und Gewicht. 


a 
a 
= 
4 
aw 
A 











lel’ 
hgig 


hme 


chte 
rmin 
eit 

der 
rven 
inet 


ehl. 
iter: 
als 
egen 
eitey 
nach 
Un: 
ngs- 
tzte 
Nicht 
ngs 


iter- 


zu 
im 
er- 


nil 
eine 
3 ZU 
‘end 
ose- 
> 7u 
hen. 


ung 





Studien iiber das Vitaminproblem. 231 


Der zweite betrifit die im Kérper liegenden Ursachen 
derin Verbrauchund Gewicht ausgedriickten Stérungen. 

Ich sprach in meinen ersten Mitteilungen die Ansicht aus, 
daB der K6érper Vitamine speichert, welche ausgeschieden 
werden und in der Nahrung immer wieder ersetzt werden 
miissen. Es wiirde sich aus dieser Vorstellung der Begriff 
eines eigenen Vitaminstoffwechsels ergeben. 

Auf dieser Vorstellung fuBend, kénnten wir annehmen, daB 
der Kérper, wenn ihm bei Vitaminentziehung ein Vitamin- 
ersatz in der Nahrung nicht mehr geboten wird, seine Vitamin- 
reserven mobilisiert. Als Effekt dieses Vorgangs, den wir 
seinem Wesen nach noch nicht kennen, sehen wir eine vor- 
iibergehende Verbrauchssteigerung und einen voriibergehenden 
Gewichtsanstieg. 

Ich habe in meiner I. Mitteilung auf Grund der Be- 
obachtung, daB bei ilteren Miusen das Avitaminosestadium 
linger zu dauern pflegt als bei jiingeren, die Ansicht geiuBert, 
daB die alteren Miuse mehr Vitamine gespeichert haben als 
die jiingeren und daB der Vorgang des Wachstums in Be- 
ziehung zu dieser Vorstellung zu bringen ist. 

DaB der hier beschriebene Unterschied nicht auf einer 
gréBeren Hungerempfindlichkeit der jiingeren Tiere beruht in 
dem Sinne, da das Inanitionsstadium bei diesen frither ein- 
setzt und damit Verbrauch und Gewicht sinken, ist durch die 
Betunde der Versuchsreihe II widerlegt. 

Weder die Hungerempfindlichkeit noch die Lebens- 
dauer bei vitaminfreier Ernihrung hingen vom Wachs- 
tumsalter unserer Versuchstiere ab. 

Fiittern wir Miuse im J. Avitaminosestadium mit Hafer 
oder Hefereismehlmischung, so erhalten wir als momentanen 
Kffekt eine Beseitigung derjenigen Stérungen in Verbrauch 
und Gewicht, welche die Vitaminentziehung hervorrief. 

Gehen wir dagegen so vor, dab wir die Tiere nach Hafer- 
regime mit Hefereismehl weiter fiittern, so bleiben Verbrauch 
und Gewicht gesteigert, wir haben eine Verlingerung des 
Stadiums vor uns, welches ich als Avitaminosestadium bezeichne. 
Aus diesem entgegengesetzten Effekt des Hefezusatzes 
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kann nur eines geschlossen werden: DaB fiir diesen Effek 
die Art der vorausgehend dargereichten Nahrung 
maBgebend ist, wie wir glauben, ihr Gehalt an dey 
Stoffen, welche wir als Vitaminfaktoren bezeichney, 

Von der Vorstellung ausgehend, daB der Ké6rper die 
Vitamine der Nahrung speichert, kénnten wir hier zu der Hypo. 
these gelangen, da das Verhiltnis der im Korper gespeichertey 
Vitaminfaktoren, je nachdem ob wir Hafer fiittern oder aber 
alle Vitamine entziehen, ein anderes ist, und daB die Hefe. 
reismehlmischung in diesen beiden Fallen ganz verschiedene 
Bedingungen antrifft, auf Grund deren sie dann auch ver- 
schiedene Effekte hervorruft. Weitere Schliisse scheinen mir 
vorerst nicht erlaubt. 

Es ergibt sich aber aus den hier aufgeworfenen Fragen 
die Forderung, diejenigen Nahrungsstoffe, welche nach unserer 
heutigen Anschauung die einzelnen Vitaminfaktoren enthalten, 
in einfacher und kombinierter Darreichung in ihrem Efiekt 
auf die Avitaminose der Miuse zu untersuchen. 

Aus der momentan gleichen Wirkung von Hafer und Hele 
im J. Avitaminosestadium der weiBen Maus kénnten wir schliefen, 
daB hier die gleichen Stoffe wirksam sind. Wir kénnten, die 
Annahme vorausgesetzt, daB die Hefe nur das Vitamin B ent- 
halt, die Avitaminose der Maus als einen zur Beriberi gehérigen 
Avitaminosekomplex auffassen. 

Ich halte es aber fiir nicht berechtigt, von einer heilen- 
den Wirkung der Hefe zu sprechen. Geht doch aus unserer 
Befunden hervor, da& Hefezusatz zur vitaminfreien Nahrung 
das Leben der Tiere zwar verlaingert, aber im Gegensatz zum 
Hafer nicht zu erhalten vermag. 

Sind also auch die Wirkungen des Hafers und der Hele 
im J. Stadium der Vitaminentziehung dieselben, so ergibt sich 
im weiteren Verlauf ein wesentlicher Unterschied. Ein Unter- 
schied, welcher uns zu der Schluffolgerung zwingt, daf im 
Hafer Faktoren vorhanden sind, welche der Hete 
fehlen. 

Wenden wir uns zum zweiten Punkt und fragen uns nach 
den Ursachen der Avitaminosestérung. 
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Wenn wir die Diskrepanz zwischen Verbrauch und KG6rper- 
gewicht der Tiere ins Auge fassen, so dringt sich uns als 
naheliegendste Vermutung auf, daB es sich um den Ausdruck 
einer innersekretorischen Stérung handelt. Die Entziehung 
der Vitamine kénnte das Gleichgewicht im _ pluriglanduliren 
innersekretorischen Komplex stéren, indem sie die Hormon- 
bildung verschiedener Inkretdriisen beeinfluBt. 

DaB schon die pathologische Funktion einer Inkretdriise 
geniigen kann, um eine Verschiebung in dem Verhiltnis der 
Assimilations- zu den Dissimilationsprozessen hervorzurufen, 
zeigt uns am besten der experimentelle Hyperthyreoidismus. 
Wir haben hier bekanntlich eine krankhaft gesteigerte Dissi- 
milation, die in einem gesteigerten O,-Verbrauch und standig 
sinkendem Gewicht ihren Ausdruck findet. 

Noch kompliziertere Stérungen werden wir dann zu er- 
warten haben, wenn zwei oder mehrere auf den Stoffwechsel 
secenteilig wirkende Inkretdriisen funktionell geschiadigt sind. 
Solche Falle kommen ja beim Menschen vor. 

Ich denke hierbei an die Akromegalie mit Basedow bzw. 
Myxédemtypus in ihrem Stoffwechsel, ich denke vor allem an 
jene Falle von Dystrophia adiposogenitalis, bei denen durch 
sleichzeitig bestehende Hyperfunktion der Schilddriise der Gas- 
wechsel trotz positiver Bilanz gesteigert ist. 

DaB es sich bei der Avitaminose um eine weitgehende 
Schiidigung der innersekretorischen Driisen handelt, kénnen 
wir aus verschiedenen Befunden schlieBen. Kinmal sprechen 
die pathologisch-anatomischen Befunde fiir ein Befallensein ge- 
wisser Inkretdriisen. 

In erster Linie scheint hier die Nebenniere betroffen, 
aber auch an anderen Inkretdriisen, wie Hypophyse, Epithel- 
kérperchen sind Veriinderungen beschrieben worden. 

Von besonderer Bedeutung fiir diese Annahme scheinen 
mir die Befunde Collazos.*) Bei Tauben, Hihnern, Meer- 
schweinchen und Hunden konnte er feststellen, daB der Blut- 
zuckergehalt zwei typische Veriinderungen durchmacht, indem 
die Tiere zuniichst eine Verminderung und dann eine Ver- 
mehrung des Zuckers im Blute zeigen. Das Auftreten 
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zweier entgegengesetzter, sich folgender Wirkunge, 
auf den Blutzucker bei Avitaminose muB uns in die 
Augen fallen, da es in sehr auffallender Weise an die 
von mir gefundene Zweiteilung der O,-Verbrauchs. 
und Gewichtskurve erinnert. 

Wir werden versucht sein, an eine Stérung der Neben. 
niere zu denken und das Avitaminosestadium mit seinem ge. 
steigerten Verbrauch mit dem gestérten Kohlehydratstoffwechsel 
in Beziehung zu bringen. 

Fiir eine solche Stérung spriche vielleicht folgende Be. 
obachtung. Bei allen Mausen, die wir vitaminfrei erniihren, 
tritt kurz vor dem Tode das Bild auffallender Muskelschwiiche 
auf, das von einer charakteristischen Verinderung in der 
Atmung begleitet ist. 

Ahnliche Erscheinungen beobachten wir aber gerade nach 
Entfernung der Nebennieren. Wenn wir voraussetzen, dai 
die Entziehung der Vitamine die Nebenniere schiidigt, so 
diirfte diese Schadigung auch das Interrenalsystem trefien. 
Von den Beziehungen dieses Systems zum Wachstum und 
zum Cholesterinstoffwechsel ausgehend, gelangen wir vielleicht 
zur Erklirung weiterer Befunde, wie sie bei Avitaminose ge- 
geben sind. 

So konnte Lawaczeck?*) kiirzlich nachweisen, daf bei 
Tauben-Beriberi der Cholesteringehalt des Blutes vermehrt ist, 
und Lange und Lawaczeck!) sprechen die Ansicht aus, dai 
die verminderte Zellatmung bei Avitaminose in der starken 
Anhiufung des Cholesterins ihre chemische Ursache habe. 

Wir wenden uns nun zur Betrachtung des II. Avitaminose- 
stadiums und der Befunde der Versuchsreihe II. 

Ich habe in meinen ersten Mitteilungen die Ansicht aus- 
gesprochen, da das II. Avitaminosestadium in seinem Effekt 
auf Verbrauch und Gewicht eine Inanitionswirkung darstellt. 

Die Abnahme in Verbrauch und Gewicht bei 
vitaminfrei ernihrten Tieren ist der Ausdruck einer 
protrahierten Hungerwirkung, in dem Sinne aber, 
daB sie keineswegs andere beim Hunger nicht an- 
zutreffende Stérungen ausschlieBt. 





























Studien tiber das Vitaminproblem. 935 


Im Sinne meiner Anschauung kénnen die Betunde La- 
waczecks!*) sprechen, der sowohl bei l'auben-Beriberi wie auch 
nach zur Untererniihrung fihrenden Fiitterung dieser Tiere 
mit vitaminhaltiger Nahrung den Cholesteringehalt der Skelett- 
muskeln gesteigert findet. 

Ganz allgemein fiir meine Anschauung spricht die Tat- 
sache, daB die Gewichtsabnahme der Tiere beim Hungertod 
und Avitaminosetod gleich ist. 

Wenn das II. Avitaminosestadium eine protrahierte Hunger- 
wirkung darstellt, so miissen die Tiere ferner mit der Dauer 
der vitaminfreien Ernihrung gegen absolutes Hungern empfind- 
licher werden. Meine Versuche bestiitigen auch dies. 

Es war fiir das Gewicht der Miiuse zu beobachten, dab 
es im Durchschnitt bei 24stiindigem Hungern stirker sank, 
wenn die Tiere anstatt 3 Tage 4—5 Tage vitaminfrei ernihrt 
worden waren. 

Ks ist meine Anschauung ferner begriindet durch die 
Beobachtung der Lebensdauer beim Hungern, das der vitamin- 
freien Krnihrung nachfolgt. Wihrend nach 4—5tigiger vitamin- 
freier Krnihrung die Lebensdauer des nun hungernden Tieres 
gegeniiber dem Hungern nach Haferregime nicht verkiirzt ist, 
leben die Tiere nach 13 Tagen Vitaminentziehung bei an- 
schlieBendem Hungern nur noch halb so lang, nach 14 Tagen 
Vitaminentziehung auf anschlieBendes Hungern noch kirzere 
Zeit. Es kann sich hier nur um eine protrahierte Hunger- 
wirkung handeln, die mit der Dauer der Vitaminentziehung 
immer weiter fortschreitet und das Tier dann gegen absolutes 
Hungern immer empfindlicher macht. 

Wir kénnen denselben Effekt erzielen, wenn wir die Tiere 
quantitativ unzureichend, aber qualitativ zureichend ernahren 
und dann hungern lassen. 

Maus b am 6. VII. Gewicht 15,65 g, bekommt bis 16. VIL. 
nur unzureichende Mengen Hafer. Am 16. VII. Gewicht 13 g. 
Yon 25 ab nur Wasser. Stirbt am 18. VII. nach 36 Stunden 
absolutem Hungern. Gewicht 11,6 g. 

Ks handelt sich also um keine Erscheinung, welche 
liir die Avitaminose charakteristisch wire. 
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Mit unserer Anschauung in Einklang zu bringen, sin( 
schlieBlich auch die Befunde, daB Miuse, wenn man sie 3 }j 
5 Tage vitaminfrei ernihrt, dann 24 Stunden hungern labt und 
darauf vitaminfrei weiter ernahrt, auf die Zufuhr der vitamin. 
freien Nahrung nach dem Hungern je nach dem Effekt diese 
Nahrung vor dem Hungern verschieden reagieren. Die ‘lat. 
sache, da& wenn die Tiere vor dem Hungern auf die vitamip. 
freie Nahrung mit nur geringer Steigerung des Gaswechse| 
reagiert hatten, sie bei der Darreichung derselben Nahrung 
nach dem Hungern nur einen langsamen Anstieg ihrer Vey. 
brauchs- und Gewichtskurve zeigten, kann mit der Annahme 
einer friiher einsetzenden Inanitionswirkung erklirt werden, 
welche dann vor dem Hungern den Verbrauch nur gering ai: 
steigen laSt und nach dem Hungern den Ausgleich der Hunger. 
wirkung durch Wiederzufuhr vitaminfreier Nahrung verzizert. 
Wir kénnen dieselben Verhiiltnisse auch bei Haferfiitterung 
beobachten. Haben die Tiere hier 2—3 Tage gehungert, s0 
wird auf Wiederzufubr von Hafer der Ausgangswert in Ver. 
brauch und Gewicht langsamer erreicht werden, als nach nw 
1 tigigem Hungern. 

Wir haben noch die Ergebnisse bei Maus Nr. 42, 47 
und 49 zu betrachten. 

Ks handelt sich um Versuche, bei denen das Hungern in 
den durch vitaminfreie Ernihrung gesteigerten Verbrauch fillt. 

Die Befunde sprechen dafiir, daB hier besonders fiir die 
Avitaminose charakteristische Stérungen vorliegen  miissen, 
welche durch 24stiindiges Hungern ganz anders beeinflubt 
werden, als dies nach normaler Ernihrung der Fall ist. Man 
muff daran denken, da trotz des Hungerns die stoffwechsel- 
steigernden Ursachen weiter wirken und gewissermafen mit 
dem Hunger als stoffwechselherabsetzendes Prinzip in Kon- 
kurrenz treten. 

Die hier erérteten Befunde stehen in gewissem Gegensatz 
zu Befunden Collazos, die er an Tauben erhielt. 

Collazo stellte fest, daB Tauben, die vitaminfrei ernihrt 
waren und dann normale vitaminhaltige Nahrung bekamen, an 
Gewicht langsamer zunahmen, als solche, die eine gleiche Zeit 
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 hungerten und dann normal ernihrt wurden. Er spricht die 





































sind af 
> bis : Ansicht aus, da8 beim Hunger die Vitamine im Korper zuriick- of 
und : gehalten werden, wihrend sie in der Avitaminose verloren cof 
min. [F gehen. fe. 
ieser Wir kénnen diese Versuchsanordnung an Miusen nicht oy 
Tat. wihlen, weil diese Tiere nur einige Tage den absoluten Hunger 4 
min. | vertragen und in derselben Zeit bei vitaminfreier Ernihrung Ay 
sels : der Gaswechsel noch gesteigert, das Gewicht nur wenig ge- 4 


rung [EF sunken ist. Vergleichen wir aber Miause, die mehrere Tage 
Ver. fF gehungert haben, mit solchen im II. Avitaminosestadium, indem 
hme wir beide nach dem Hunger- bzw. Avitaminoseeffekt mit Hafer 
den,  fiittern, so haben wir keine genau vergleichbaren Versuchs- 
iis bedingungen vor uns. 
ger. Collazo machte ferner an Tauben die Beobachtung, daB { 
yer, JF auf das Hungern nach Avitaminose das Gewicht langsamer | B 
ung (— fallt, als wenn man die Tiere die gleiche Zeit weiter vitamin- a 
so [i frei ernahrt. 
Ver. Meine oben dargelegten Befunde an Miusen ergeben fiir 
nur [BF diese Tierart gerade das Gegenteil. Ich habe auch gezeigt, 
| da® dieser Befund mit meiner Auffassung des II. Avitaminose- 
47 JF stadiums in Kinklang steht. 
Wir haben schlieBlich noch die Wirkung des Hafers und 
. in ' der Hefereismehlmischung im II. Avitaminosestadium zu _ be- 
ill. #% trachten. 
die & Wir sahen, daB diese Wirkung dem Effekt im I. Avita- 
sen, J minosestadium entgegengesetzt ist. Wir haben eine Wirkung 
ubt vor uns, wie sie qualitativ zureichende Nahrung nach absolutem 
Jan ® Hungern hervorruft. Auch dieser Effekt spricht fiir ein Inani- 
sel. JF tionsstadium der Avitaminose. 
mit & Das Wiedererreichen des normalen Ausgangswertes der 
on- Haferfiitterung wird zeitlich abhingig sein von der Dauer des 
Inanitionsstadiums, vom Effekt der protrahierten Hungerwirkung, 
atz [— welche vorausgebt. 
Wenn wir eine Maus hungern lassen und dann vitaminfrei 
hrt —F ernihren, so steigen Verbrauch und Gewicht in den meisten 
an [— Fallen wieder an, in einigen beobachtet man auch ein Weiter- 
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Wenn wir eine Maus vitaminfrei ernihren und dieg —- ™ 


vitaminfreie Ernihrung fortsetzen, so sinken Verbrauch und 
Gewicht weiter ab. 

Der Zusatz von Hefe ruft ein Steigen der Verbrauch. 
und Gewichtskurve hervor. Die Hefe muB also Faktoren ent. 
halten, welche im vitaminfreien Reismehl fehlen, im Hafer yor. 
handen sind. 


Zusammenfassung. 


1. Es wird an 56 weiBen Miusen der KinfluB der Hafer. 
fiitterung, des Hefezusatzes und des Hungerns auf den Sauer. 
stofiverbrauch, das Kérpergewicht und die Lebensdauer im 
I. und II. Avitaminosestadium untersucht. 


2. Fittert man die Tiere im J. Avitaminosestadium it 
Hafer oder Hefereismehlmischung, so sinken Verbrauch und 
Gewicht auf die Norm zuriick, bei Haferfiitterung in der Weise, 
daB Verbrauch und Gewicht zunichst unternormale Werte 
erreichen, um nach einigen Tagen in die Norm anzusteigen, 
Es wird gezeigt, da® dieser Effekt nicht auf verschiedenem 
Motilititsverhalten oder Verschiedenheiten in der Nahrungs. 
aufnahme beruhen kann. 


3. Fiittert man Miause unmittelbar nach Haferdarreichung 
mit Hefereismehlmischung weiter, so bleiben Verbrauch und 
Gewicht im Sinne eines verlingerten I. Avitaminosestadiums 
gesteigert. Es wird aus diesen Befunden gefolgert, dab fir 
die Wirkung des Hefezusatzes die Art der vorausgehenden 
Fiitterung maBgebend ist. 


4, Aus der momentan gleichsinnigen Wirkung von Hafer 
und Hefezusatz im I. Stadium der Avitaminose wird auf das 
Vorhandensein gleicher Faktoren in beiden Nahrungsstoffen 
geschlossen. Aus der Tatsache, da’ Hefezusatz das Leben 
der Tiere im Gegensatz zum Hafer nicht aufrecht zu halten 
vermag, wird die Anschauung entwickelt, daB im Hafer weitere 
Faktoren vorhanden sind, welche der Hefe fehlen. 


5. Die Auffassung des II. Avitaminosestadiums als Effekt 
einer protrahierten Hungerwirkung auf Verbrauch, Gewicht 
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Einmal durch die gleiche Gewichtsabnahme der Tiere bei 
Hungertod und Avitaminosetod. 

Zweitens durch die Feststellung, daB mit der Dauer der 
vitaminfreien Ernaihrung der Gewichtsverlust der Tiere bei 
nachfolgendem 24 stiindigen Hungern, von der Norm aus ge- 
rechnet, zunimmt. 

Drittens durch die Tatsache, daB die Lebensdauer bei 
absolutem Hungern der Tiere am Ende des II. Avitaminose- 
stadiums gegeniiber derjenigen, welche wir beim Hungern im 
[. Avitaminosestadium und nach Haferfiitterung beobachten, 
um die Halfte und mehr verkiirzt ist. 

Es wird gezeigt, daB wir denselben Effekt beim Hungern 
nach vorausgehender quantitativ unzureichender, doch qualitativ 
gureichender Krnahrung erzielen. 

Viertens durch die Beobachtung, daB die Wirkung vitamin- 
freier Nahrung auf Verbrauch und Gewicht von Miusen, welche 
einige Tage vitaminfrei ernihrt worden sind und dann 24 Stunden 
eehungert haben, vom Effekt der vitaminfreien Ernahrung vor 
dem Hungern abhingt. Ist dieser Effekt nur in einer ge- 
ringen Verbrauchssteigerung ausgedriickt, so steigen Verbrauch 
und Gewicht bei dieser Wiederzufuhr derselben vitaminfreien 
Nahrung nach dem Hungern nur langsam an oder sinken 
weiter. Als Erklirung dieser Befunde wird angenommen, daB 
es sich in diesen Fallen um eine friihzeitig einsetzende Inani- 
tionswirkung handelt, welche die Gaswechselsteigerung vor dem 
Hungern herabsetzt und das Steigen von Verbrauch und Ge- 
wicht auf vitaminfreie Nahrung nach dem Hungern verlangsamt 
oder hindert. 

Fiinftens wird gezeigt, daB Hafer und Hefe im II. Avita- 
minosestadium Verbrauch und Gewicht auf die Norm steigern, 
wie wir dies bei Zufuhr qualitativ zureichender Nahrung nach 
vorausgehendem Hungern beobachten. 

6. Wenn die Periode 24 stiindigen Hungerns in den ge- 
steigerten Verbrauch des I. Avitaminosestadiums fillt, so kann 
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der Effekt dieser Periode auf Verbrauch und Gewicht ein ay. 
fallend geringer sein. 

Ks wird der Gedanke ausgesprochen, daB in diesen Fille), 
die Hungerwirkung mit der Avitaminosewirkung des I. Stadiums 
in Konkurrenz tritt. 

7. Auf Grund aller Befunde wird die Frage nach den 
Wesen der Avitaminosestérung erértert. 

Es werden zwei Gesichtspunkte herangezogen. Hinmal die 
Speicherung der Vitamine im K6rper aus der zugefiihrten vitamin. 
haltigen Nahrung und die Mobilisierung dieser Stoffe im Kérper 
bei Entziehung der Vitaminfaktoren in der Nahrungszufuhr, 
Zweitens der HinfluB der Vitaminentziehung auf die inner- 
sekretorischen Driisen, in erster Linie auf die Nebennieren, 
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| — 4 
r. 31, Natiirliche Porphyrine sind bis jetzt nur in beschrankter . 
— BP Zahl rein dargestellt. Am besten bekannt sind Uro- und 
spin! ‘Koproporphyrin?), die durch Abbau in der Konstitution un- aa 





Vert. eegelalr ebensoweit aufgeklart sind, als die Blutfarbstoffporphy- 
rine. Nach der MolekulargréBe und den Kigenschaften ent- 

erle, MF halten beide 4 Pyrrolkerne. 

' Von Fischer und Schaumann?) wurde dann das Hisenia- 

‘porphyrin krystallisiert dargestellt, iiber dessen Konstitution 

‘noch nichts Niheres bekannt ist. 

| Neuerdings ist von Kimmerer*) durch Bakterieneinwirkung 

Nr.7, @ zuerst aus Blutfarbstoff ein natiirliches Porphyrin erhalten 
Pworden, das H. Fischer und Schneller‘) krystallisiert dar- 
gestellt haben. 

Alle genannten Porphyrine haben sehr ahnliche Spektral- 
erscheinungen, und es gelingt, in diese Farbstoffe Schwermetalle, 
besondes Eisen, komplex einzufiihren, was nur am Wurm- 
porphyrin noch nicht festgestellt ist. Die Kisensalze stimmen 


—_——— 


ung 





1) Diese Zs. Bd. 95, S. 34 (1915); Bd. 96, S. 148, 309 (1915); Bd. 97, 
8.109, 148 (1916); Bd. 98, S. 14, 78 (1916). 

2) Diese Zs. Bd. 128, S. 162 (1928). 

3) Klin. Wochenschr. Bd. 2, S. 1153 (1923). 
*) Diese Zs. Bd. 130, 8. 302). 
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in den spektroskopischen Eigenschaften mit dem Hiimin weit. 
gehend tiberein und gehen auch mit Pyridin, geradeso yi 
Himin, in Haimochromogen iiber. Es bestehen demnach nal, 
verwandtschaftliche Beziehungen zwischen diesen Porphyriney 
und dem Blutfarbstoff. Insbesondere wird die Konfiguratigy 
der Pyrrolkerne in der «-Steliung einander wohl auBerordentlic), 
ibnlich sein, die Differenzen miissen durch die £-Gruppierungey 
bedingt sein. Dies ist wenigstens am wahrscheinlichsten, wen 
auch Bedenken gegen diese Auffassung bestehen. Merkwiirdig 
ist insbesondere das Fehlen der Basenfraktion bei Uro- und 
Koproporphyrin, den beiden am besten studierten. Der weitere 
Abbau wird diese Schwierigkeiten aufkliren. 

Auch durch das Studium anderer natiirlicher Porphyrine 
erwarten wir uns neue Fortschritte. Aus diesem Grunde habey 
wir uns im AnschluB an die Untersuchung des Turacins, das 
sich als Kupfersalz des Uroporphyrins oder eines dem Uno. 
porphyrin sehr nahe stehenden Kérpers herausgestellt hat, der 
Untersuchung der Farbstoffe in den gefirbten Schalen der 
Vogeleier zugewandt. 

Die erste Arbeit tiber die Pigmente der Vogeleischalen 
stammt von Wicke'), welcher sie als Gallenfarbstoffe ansal, 
Eine sehr sorgfaltige Studie mit genauen spektroskopischen 
Messungen hat Sorby?) zum Verfasser, welcher auf Grund der 
Spektralerscheinungen nicht weniger als sieben verschiedene 
Farbstoffe annimmt. Liebermann’) kannte die 3 Jahre vorher 
erschienene Arbeit von Sorby nicht, auch von der Wicke- 
schen Arbeit erhielt er erst nachtraglich Kenntnis. Er ge- 
langte ,,trotz vieler Miihe und sehr reicher Farben der Liésungen 
nur zu dunkelgriinen klebrigen Massen, an welchen weitere 
Reinigungsversuche scheiterten.“ Es folgen dann weiter Arbeiten 
von Krukenberg‘), Wickmann®) und Giersberg®), welche 





1) Naumannia 1858, S. 393. 

2) Proce. Zool. Soe. of London (1875), S. 351. 

8) Chem. Ber. Bd. 11, S. 606 (1878). 

4) Verh. d. Phys.-med. Ges. Wiirzburg. N. F. XVII. 8. 109 (1882). 
5) Die Entstehung der Farbung der Vogeleierschalen (Miinster 1893). 
®) Biol. Zbl. Bd. 41, S. 263 (1921); Bd. 43, S. 167 (1923). 
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‘sich hauptsichlich mit dem Ort der Entstehung der Farbstoffe 
‘ peschiiftigen, in chemischer Hinsicht aber nichts wesentlich 


Neues brachten. Frither glaubte man, daB die Hier in der 
Kloake ihre Farbung erhielten und die Farbstoffe in der Galle 
entstiinden. Wickmann zeigte aber dann, dab beim Legeakt 
der Végel ein Vorfall des Uterus erfolgt, indem sich letzterer 


-yollstindig herausstiilpt und das Ki mit der Kloake itiberhaupt 


nicht in Berithrung kommt. Auf Grund dieser Tatsache und 
dem Ergebnis einiger Sektionen sieht Wickmann im HKileiter 
den Entstehungsort der Farbung. Zu demselben Resultat kommt 
Giersberg, welcher iiber ein ungleich gréBeres Material ver- 
figte; auf diese Untersuchung werden wir noch zuriickkommen. 

Nach den Abbildungen, welche sich in den Arbeiten von 
Sorby und Liebermann von den Spektren der Kierfarbstofte 
finden, muBte es sich bei den braunen Flecken vieler Kier 
zweifellos um einen Farbstoff der Porphyrinreihe handeln. 
Der Zweck der vorliegenden Arbeit war naturgemaéB, diesen 
Kérper (das Oorhodein Sorbys), in krystallisiertem Zustande 
zu isolieren. Die Untersuchung der anderen Farbstoffe, welche 
besonders von Sorby auf Grund der spektroskopischen Kr- 
scheinungen und einzelner Reaktionen angenommen wurden 
(Oocyan, Yellow Ooxanthin (= Oochlorin Krukenbergs), Ru- 
fous Ooxanthin (= Ooxanthin Krukenbergs) u. a.) soll dann 
vorgenommen werden, wenn uns entsprechendes Material zur 
Verfiigung steht. Quantitativ spielen diese letzteren Farb- 
stofie bestimmt nur eine sehr untergeordnete Rolle, und bei 
unserer Darstellungsmethode gehen sie in die Endmutterlauge. 

Wir haben das Porphyrin in schén krystallisiertem Zu- 
stand nach der H. Fischerschen Estermethode dargestellt. 
Der Ester besitzt héchstwahrscheinlich die Zusammensetzung 
(..H,,0,N,, und nach der Methoxylbestimmung sind 2 Carboxyl- 
gruppen vorhanden. Er ist demnach isomer mit Mesoporphyrin- 
dimethylester. Nach vorhergegangener Fillung mit Petrolather 
war der Kérper zur Analyse zweimal aus Chloroform-Methyl- 
alkohol umkrystallisiert worden, aber trotz dieses umstiind- 
lichen Reinigungsverfahrens enthielt er noch eine betrachtliche 
Menge Asche. Fiir die endgiiltige Feststellung der Zusammen- 
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Wars 
Po ATE SA nabs 


Sieh ere 


pateaM 


sae 


hic igs hatte SP em RAEI ~ 
he 


244 Hans Fischer und Fritz Kég}l, 


setzung halten wir deshalb noch weitere Analysen fiir no}. 
wendig. 

Fiir das neue Porphyrin schlagen wir den Namen ()p. 
porphyrin vor, da die von Sorby stammende Bezeichuung 
Oorhodein den genetischen Verhiltnissen nicht Rechnung trig; 

Nach unserer Darstellungsmethode wiirde eventuell y. 
springlich komplex gebundenes Metall durch die Kinwirkun: 
der Siure herausgespalten werden. Es erhebt sich so die 
Frage, in welcher Form der Farbstoff urspriinglich vorlieg:, 
Wir haben diese Frage dadurch entschieden, daB bei der in. 
direkten spektroskopischen Beobachtung der EKischalentupfey 
das mehrbandige (,,alkalische“’) Porphyrinspektrum zu_beob. 
achten war. Durch Behandlung mit Essigsiure gelingt es ye. 
legentlich einzelne Tupfen abzulésen, ohne daB sich hierbei 
die Farbe andert. Wenn man dieses Material spektroskopisch 
im durchfallenden Lichte beobachtet, so erhalt man deutlich 
das vierbandige Porphyrinspektrum. Der Farbstoff liegt als 
sicher bereits urspriinglich als Porphyrin vor und zwar ist er 
einem Membranfetzen auf- oder eingelagert, dessen Struktu 
nicht niher festgestellt werden konnte. 

Die Beziehungen des Ooporphyrins zum Blutfarbstoff sind 
eindeutig festgelegt. Es gelingt leicht, in das Ooporphyrw 
Eisen komplex einzufiihren, und wir erhielten einen schin 
krystallisierten Kérper, welcher ein himiniahnliches Spektrum 
gibt. In Pyridinlésung tritt Umschlag zum ,,Hamochromogen’ 
ein. Die Zugehérigkeit zur Blutfarbstoffreihe ist somit eit- 
deutig festgestellt und wir schlagen fiir den neuen K6rper den 
Namen Oohamin-dimethylester vor. 

Der Ooporphyrinester zeigt in den Spektralerscheinungen 
Analogie zum Mesoporphyrinmethylester, nur sind alle Banden 
nach Rot hin verschoben. Das freie Ooporphyrin haben wi 
bisher aus Materialmangel noch nicht darstellen kénnen. Hiv- 
sichtlich der Basizitit verhalt sich der Ooporphyrinester genau 
wie der Mesoporphyrinester: mit 25°/,iger Salzsiure lassen 
sich beide nicht aus Chloroform ausschiitteln. Man wird in 
beiden Fallen Betainbildung annehmen miissen, so wie Kiister’ 





1) Diese Zs. Bd. 109, S. 127 (1920). 
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die schwiichere Basizitat des Himatoporphyrintetramethylesters 
gegentiiber dem Hamatoporphyrin erklart. 

Ferner wurde der Ester auch auf sensibilisierende Wirkung 
gegentiber Paramicien untersucht, jedoch mit negativem Er- 
sebnis. Dem Versuch kann jedoch keine entscheidende Be- 
deutung beigemessen werden, weil Mescporphyrinmethylester 
unter gleichen Bedingungen ebenfalls keinerlei Wirkung ausibt. 
Offenbar sind die beiden Ester in Wasser ginzlich unléslich. 

fiir die eigentliche Untersuchung standen uns etwa 300 g 
Moweneischalen (von Larus ridibundus) und eine kleinere Menge 
Kiebitzeischalen zur Verifiigung. Spektroskopisch wurden ferner 
die Kier von Silberméwe, Kriahe, Brachvogel, Austernfischer, 
Turmfalke, Moosschnepfe, Rotschenkel, Feldsperling, Haus- 
sperling, Amsel, Misteldrossel, rotriickiger Wiirger, Gold- und 
Rohrammer, Buchfink, Feldlerche, Gartengrasmiicke, Kuckuck, 
Ringfasan und von einigen Hiihnerrassen, z. B. Orpington, 
untersucht. 

In all diesen Eischalen findet sich Ooporphyrin in gréBerer 
oder kleinerer Menge, nur in einem blauen Ki des Rotschwanz- 
chens fand sich kein Porphyrin. Herrn Dr. Laubmann vom 
hiesigen Zoologischen Institut sind wir fir die Uberlassung 
der benannten Kier zu gréBtem Danke verpflichtet. Auch die 
Federn eines groBen Teils der genannten Végel konnten wir 
durch das Entgegenkommen von Herrn Dr. Laubmann spektro- 
skopisch untersuchen, es konnte jedoch nirgends Porphyrin 
gefunden werden. 

Wir haben den Ooporphyrinester auch aus Kiebitzei- 
schalen isoliert und in das komplexe EKisensalz iibergefiihrt. 
Nach den krystallographischen Messungen von Herrn Dr. Stein- 
metz, welchem wir ebenfalls an dieser Stelle bestens danken, 
ist es héchstwahrscheinlich identisch mit dem aus Méwenei- 
schalen gewonnener Priiparat, dem oben erwihnten Oohimin- 
dimethylester. 

Den chemischen Abbau des Ooporphyrins haben wir be- 
gonnen. Bei der Reduktion konnte einwandfrei festgestellt 
werden, daB im Gegensatz zu Uro- und Koproporphyrin neben 


der sauren Fraktion auch die Basenfraktion auftritt. Bei der 
it* 
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Reduktion besteht also Analogie zum Blutfarbstoff. Bemerkens. 
wert ist die auBerordentliche Lichtunechtheit des Ooporphyrin. 
esters. Bei 1 stiindiger Bestrahlung mit der Bogenlampe tritt 
Griinfarbung auf, der charakteristische Spektralbefund ver. 
schwand, wihrend im Rot ein neuer Streifen von 676,0—6612 
auftrat. Um so auffallender ist die relative Bestiindigkeit 
unseres Porphyrins gegen konz. Salpetersiure, welche Griin. 
farbung bewirkt, tibrigens geradeso wie beim Mesoporphyrin. 


Erst durch Mischsiure tritt in beiden Fallen Abbau ein. Bein 


Mesoporphyrin erhilt man Methyl-aithyl-maleinimid, aber die 
Ausbeute war nicht héher als die friiher von W. Kiister bez. 
H. Fischer und Meyer-Betz erhaltene.') Man sieht auch hier 
wieder den Gegensatz zwischen Blut- und Gallenfarbstoff, denn 
beim Mesobilirubin erzielten H. Fischer und Niemann?) durch 
Einwirkung von konz. Salpetersiure eine 2 Pyrrolkernen 
entsprechende Ausbeute an Methyl-aithyl-maleinimid. Beim 
Ooporphyrinester konnte kein Anhaltspunkt fiir das Auftreten 
von ,,[mid‘ gewonnen werden; jedoch mu8 auch dieser Versuch 
mit gréBerer Materialmenge wiederholt werden. 

Wie schon eingangs hervorgehoben, sind jetzt eine ganze 
Reihe natiirlicher Porphyrine bekannt, und man ist versucht, 
all diese Porphyrine von einem gemeinschaftlichen Standpunkt 
aus zu betrachten. Kann man das 2 Carboxylgruppen tragende 
Ooporphyrin als Stammsubstanz des Uro- und Koproporphyrins 
auffassen? Dieser Gedanke liegt um so niaher, als ja erst 
kiirzlich von H. Fischer und Hilger?) das Turacin als Kupfer- 
salz des Uroporphyrins oder eines dem Uroporphyrin sebr 
nahe stehenden Porphyrins erkannt worden ist. Entwicklungs- 
geschichtlich steht der Turacus, wie uns Herr Prof. Zimmer 
vom hiesigen Zoologischen Institut auf unsere Anfrage hin 
freundlichst mitteilte, auf einer betrachtlich héheren Stufe als 
jene Végel, in deren Kierschalen wir bisher Ooporphyrin nach- 
gewiesen haben. Der chemischen Untersuchung nach scheint 
eine fortgesetzte Stufenfolge Ooporphyrin—Koproporphyrin- 





1) Diese Zs. Bd. 82, S. 104 (1912). 
2) Diese Zs. Bd. 127, S. 318 (1928). 
3) Diese Zs. Bd. 128, 8. 463 bez. S. 168 (1923). 
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Uroporphyrin wohl méglich zu sein. Die physiologische 


> Koproporphyrinbildung kann nun natiirlich ebensogut im Sinne 
' einer miBlungenen Blutfarbstoffsynthese gedeutet werden, 
) so wie sie in der Mitteilung tiber das Turacin betont wurde. 
: Die Frage, Synthese oder Abbauprodukt, ist seit der ersten 
' Mitteilung tiber das Uroporphyrin’) aufgeworfen worden, aber 
; nur die definitive Konstitutionsaufklirung der betreffenden 
q Farbstoffe kann iiber diese Schwierigkeiten hinweghelfen. Die 
' piologische Forschung steht offenbar vor demselben Problem. 
' Durch Herrn Prof. Romeis, Miinchen, sind wir auf die Unter- 
‘ suchungen von Giersberg’) aufmerksam gemacht worden. 
| In der ersten Arbeit iiber die Entstehung der Vogeleifirbnng 
j kommt dieser Autor zu dem Ergebnis, da8 das Fleckenpigment 
der Vogeleier aus der direkten Zersetzung der roten Blut- 
' kérperchen in den Capillaren der EiweiBregion entsteht. In 
' einer neueren Arbeit dagegen’) schreibt Giersberg: 


,Neuerdings habe ich mich indessen an im Friihjahr 1921 


' erbeutetem reichlichen Material iiberzeugen miissen, daB diese 
| Darstellung den Tatsachen nicht véllig entspricht. 


Richtig ist wohl, da8 im Anfang eine reichliche Zersetzung 


* der roten Blutkérperchen einsetzt, dagegen findet die eigent- 
_ liche Pigmentbildung in besonderen Mesodermzellen, die ich 
| fir Lymphoblasten halte, statt. Diese sammeln sich anfiang- 
_lich um die Capillaren der Tube und des KiweiBteils des 
Vogelovidukts an, wandern dann bis unter das Epithel des 
' Kileiters und durchtreten, wie ich dies in 3 Fallen beobachten 
konnte, in groBen Massen das Epithel des Tubenteils, um dann 
im Lumen des Eileiters zu zerfallen, wahrend gleichzeitig im 
: Innern dieser Zellen eine starke Pigmentbildung einsetzt. 


Auf diese Weise zeigt sich der Tubenteil des Eileiters 


| mit einer sehr groBen Masse von Zellen erfillt, die sich rasch 
| zersetzen und zu einer grofen Pigmentmenge umbilden. Die 


eigentliche Pigmentbildung findet also nicht in der Wandung 


F des Hilerters, sondern in dessen Lumen statt, woraus es sich 
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erklart, da die bisherigen Versuche, die Bildung des Pig. 


ments in der Hileiterwanderung zu erforschen, erfolglos blieben, 
Je weiter vie Zellmasse nach unten riickt, desto mehr wird 
sie in Pigment umgewandelt, bis schlieBlich nur noch Far). 
stoff iibrig bleibt, der in einer klebrigen, eiweibhaltigen Fliissig. 
keit, die von den Resten der zersetzten Zellen und von seriisey 
Fliissigkeit herriihrt, suspendiert ist. Diese Masse wandert dey 
Kileiter hinab. Die Pigmentteilchen werden auf ihrem Wege 
zu solchen gréberen Klumpen und Flecken zusammengeballt, 
wie sie nachher auf der EKischale erscheinen. Im Uterus werden 
sie dann mehr oder weniger oberflachlich, je nach dem Zeitraum 
ihres Kintreffens, auf die Kalkschale abgeklatscht. Die Zeichnung 
des Kies hangt also von der Art der Zusammenballung der 
Pigmentteilchen wihrend ihrer Wanderung durch den Hileiter ab. 

Was die Bildung des Pigments im einzelnen angeht, so 
entstehen in den Mesodermzellen innerhalb des Plasmas erst 
tirbbare Granula, dann Pigmentkérnchen, die schlieBlich die 
Zelle mehr oder weniger erfiillen. Erst dann zersetzt sich im 
allgemeinen Zellkern und Zelleib.‘ 

Diese Untersuchung ist wohl nur im Sinne eines syn- 
thetischen Prozesses zu deuten. Klarheit kann, wie gesagt, 
nur die weitere chemische Forschung ergeben. 

Von auBerordentlichem Interesse ist nun in diesem Zu- 
sammenhang der weitere Befund, daB auch im Kot einer Mowe 
von uns vielleicht Ooporphyrin nachgewiesen werden konnie. 
Leider stand uns bisher nur eine einzige ixotentleerung zur Ver- 
fiigung, wir kénnen auch nicht angeben, ob sie von einem mint- 
lichen oder weiblichen Tier stammte, wahrscheinlich aber von einem 
weiblichen, da der Kot in einem Méwennest gefunden wurde. 

Selbstverstindlich verfolgen wir diese Beobachtung weiter 
und hoffen, bald weitere Aufklarung in dieser wichtigen Frage 
geben zu kénnen. 

Von dem Gedanken ausgehend, daB beim Zuriickschreiten 
in der Entwicklungsgeschichte die Farbstoffkomponente des 
Blutfarbstoffes eine andere Zusammensetzung haben kénnte, 
wurde seinerzeit von H. Fischer und Hahn!) Karpfenblut 


1) Diese Zs. Bd. 91, S. 174 (1914). 
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ig. untersucht. Es wurde aber nur das gewéhnliche Himin ge- | 
in, | fanden, wie es auch Kiister’) bei den verschiedenen Sauge- 
‘ird tieren angetroffen hat. Neuerdings haben wir nun Hiihnerblut a 
-). [HE untersucht, aber auch hier das normale Himin erhalten. 4 
ic i Wir behalten uns die weitere Untersuchung der Hier- 3 


ser [e porphyrine, welche nunmehr zum erstenmal als chemische Indi- 
je) [—  viduen vorliegen, ausdriicklich vor. 
¥iir diese Arbeit standen uns Mittel vom Bund der Freunde 


i aie si i 











ege ; 
‘lt | der Yechnischen Hochschule Miinchen zur Verfiigung. Wir 
le, [ sprechen auch an dieser Stelle unseren ergebensten Dank aus. 
- Versuche. 
a, : Darstellung von Ooporphyrinmethylester 1 
bo aus Méweneierschalen. ‘ 
3° Die Farbstofie der EKischalen lésen sich am besten in q 
rst [ee chlorwasserstoffhaltigem Alkohol. Urspriinglich wurden die ah 
die B Hischalen mit gesiittigtem Methylalkohol-Chlorwasserstoff tiber- + 
im Me gossen. Spiiter wurde folgender Ansatz gewihlt: i 
20 g grob zerkleinerte Schalen, i 
~~ a 35 ccm ges. Methylalkohol-Chlorwasserstoff, H 
ot an 65 ccm Methylalkohol. 
: Die stark blaugriin gefarbte Lésung wird nach 24 Stunden 
7,. e abgesaugt und im Vakuum bei 35° eingedampft. 
we Spektrum der Lésung in ges. Methylalkohol-Chlorwasserstoff 
ite. I. Nach geringfiigiger Vorbeschattung 
‘ep. deutlicher Streifen . . . . . . . . 609,7—599,7 (604,7) i 
eee leichte Beschattung beginnt bei 586,2, wird i 
| bei 578,0 schwicher, um dann in den Re 
en Il. Hauptstreifen iiberzugehen. . . . . . 568,1—548,4 (558,2). F 
de. Die Schalenriickstinde sind nach der ersten Extraktion zi) 
wii noch schwach griinlich gefiirbt und werden zu einem neuen 4 
ne Ansatz zuriickgenommen. Der Riickstand der Farbstofflésung Hi 
wird mit Sodalésung alkalisch gemacht. Die erhaltene hell- i 
an braune, kalkhaltige Abscheidung wird abgesaugt, bis zur neu- aa 
des tralen Reaktion gewaschen und bei 50° getrocknet. Hierauf 4 
extrahiert man in der Roéhre mit Chloroform; die Farbstoffe a 
ay = 


') Diese Zs. Bd. 40, S. 391 (1904). 
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gehen hierbei mit dunkel-violetter Farbe in Loésung, im ay. 
fallenden Licht zeigt sich starke blutrote Fluorescenz. 
Spektrum der Chloroformlésung: 
1. MHauptstreiften 634,1—625,5 (629,8) leichte Beschattung bei 601. 


If. ‘ 587,7—570,0 (578,8) wahrscheinlich Doppelstreifey 
nach Vorbeschattung Maximum gegen Blau 

Ili. MHauptstreifen 546,6—534,6 (540,6) 

IV. . 516,0—495,6 (505,8) 


Kine Atherlésung (im durchscheinenden Licht stahlblau, 
im auffallenden stark blutrot fluorescierend) zeigte folgendes 
Spektrum: 


|. Hauptstreifen 638,3—623,0 (630,6) Beendigung unscharf, Maxi. 
mum mehr links 
607,6—603,5 (605,5) schwacher Schatten 

i. s 591,9—570,9 (581,4) 

nach Vorbeschattung 
iil. Hauptstreifen 546,1—527,2 (536,6) 
IV. " 517,5—487,0 (502,2) Absorptionsende 446,5 

Beim Kindampfen des Chloroformextraktes fallt auf, dat 
der erhaltene griinliche Riickstand wieder das saure Porphyrin- 
spektrum zeigt, im Gegensatz zu einer Lésung des _ reinen 
Koérpers, welche auch nach dem Abdampfen ein vierbandiges 
Spektrum gibt. Wir lésen nun in wenig Chloroform und 
fallen den Farbstoff mit Petrolather in amorphen Flocken 
aus. Diese werden nach dem Filtrieren und Trocknen in 
wenig Chloroform gelést und mit siedendem Methylalkohol 
versetzt. Alsbald krystallisiert der Ooporphyrinmethylester in 
zu KRosetten gruppierten Blattchen aus. Das Filtrat der 
Petrolitherfallung liefert beim Eindampfen noch biischelférmig 
vereinigte, prismenartige Nadeln, welche haufig in Garbenform 
auftreten. 

Aus 300 g Méweneischalen wurden insgesamt_ iiber 
30 mg krystallisierter Ooporphyrindimethylester erhalten. Der 
Schmelzpunkt liegt unscharf bei 225—230° (bis 280° erhitzt). 

Die Molekulargewichtsbestimmung und die Kohlenwasser- 
stoftbestimmung wurde von Herrn F. Reindel, die Stickstott- 
analyse von Herrn M. Schubert und die Methoxylbestimmung 
von Herrn R. Miller ausgefiihrt. Wir danken den Herren 
auch an dieser Stelle bestens. 
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* Simtliche Analysen wurden nach den Preg!|schen 
Methoden gemacht. 


i Zu den Analysen wurde eine Stunde bei der Temperatur des «| 

O19 7 siedenden Acetons iiber Phosphorpentoxyd konstant getrocknet. af 
ifen 4 4,178 mg Subst. gaben 11,004 mg CO,; 2,820 mg H,O; 0,088 mg Asche. F 
q 4208mg _s, 0,357 cem N (721 mm, 21°). a 

4 4.032 mg a ‘ 3,277 mg AgJ. ay 

; 3,795 mg - e in 2,28 g CHCl,; Siedepunktserhéhung +h 

lau, 0,01°. cf 
des FE Cy HyO.N, (694,3) Ber. 72,699,C 17,12%,H 9,43°/,N 10,44°/, OCH, 4 
: Gef. 71,85 , 7,55 , 9,86 , 10,74 ,, 

lo . Unter Beriicksichtigung des Aschegehaltes: ! 
713,409, C 17,70°/, H 9,55°/, N _10,96°/, OCH,. 1, 
7 Molekulargewicht: Ber. 594,3 Gef. 599,0. 2 

, Spektrum der reinen Substanz in Chloroform. & 
Vorbeschattung bis . . . . 656,1. , * d 
' |. Hauptstreifen nach geringfigiger Ee 
dab Vorbeschattung . . . . . 687,7—625,5 (631,6) a 
rin- Die Beschattung setzt sich fort bis 619,4 i 
Neue schwache Beschattung . . 605,9—602,0 (603,9) i 





Hiernach erfolgt eine geringfiigige Aufhellung, jedoch geht die 


a 
1 | Beschattung weiter bis zum i 
und I]. Hauptstreifen (sehr intensiv). . 590,0—572,3 (581,1) 1 
ken ’ Nachbeschattung bis . . . . 567,1 x 
in ’ II]. Hauptstreifen nach geringfigiger i 
hol q Vorbeschattune . . . . .° 551,2—-531,5 (541,3) 1 
a | IV. Hauptstreifen . . _ . . §20,1—492,0 (506,0) Beendigung 
* 4 nicht ganz scharf 
der Endabsorption. . . .. . 447,0 q 
ng Spektrum in 25°/iger Salzsaure: ; 
— Beim UbergieBen des krystallisierten Ooporphyrindimethy]l- j 
_ esters tritt eme dichroitisch-griinrétliche Fiarbung auf und es + 
ong zeigt sich folgendes Spektrum: q 
Ver | Breiter, sehr verwaschener Streifen . . . . 678,2—656,1 (667,1) yy 
tzt). ; |. Nach Vorbeschattung beginnt deutlicher y 
ser- Streifen bei . . . . 2. 1. . «ss. «6608,8—-597,0 (602,9) a 
aff. Weiterhin schwache Beschattung, die sich vy 
neg etwas verstirkt von. . . . . . . . 585,4-——-583,1 (584,2) a 
© ; um dann in den 
reu 


II. Hauptstreifen iiberzugehen von . . . . 568,9—545,8 (557,3) 
Absorptionsende . ...... . . 455,7, 
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Wie schon im theoretischen Teil ausgefiihrt, gelingt eg, 
durch Behandlung der Méweneischalen mit 50°/,iger Essig. 
siure leicht die braunen Tupfen, welche auf einer Membray 
aufgelagert sind, frei zu legen und mit der Pinzette abzuzichen, 
Die so erhaltenen Lamellen gaben bei der spektroskopischey 
Beobachtung folgenden Befund: 

a ee ee 

If. Nach erheblicher Vorbeschattung . . . 600,6—580,3 (590,4) 

Mee EA eS SS se Ve re Cea 

Endabsorption ......:... . « 5OO. 

Ys ist also ,alkalisches“ Porphyrinspektrum zu_ konsta- 
tieren. Hinige dieser Lamellen wurden mit Hisessig behandelt, 
wobei eine dichroitisch-griinliche Lésung entsteht. Wenn man 
diese mit Ather vermischt und mit Wasser vorsichtig ent- 
mischt, geht der Farbstoff in den (Kisessig enthaltenden) Ather 
mit charakteristisch roter Porphyrinfarbe hinein. Spektro- 
skopisch ergab sich folgender Befund: 

Res ee Re ee me te ee SS A a ee 
Sehr schwacher Schatten . . . . . . 606,9—603,5 (605,2) 
Il. Nach Vorbeschattung beginnt deutlicher 


Streifen bei . .... =.=. =... . %588,5—577,9 

Von hier dunkler bis . . . ... . 573,1 (5808) 
Mis seb + ee wy ee Ss Se SS See 
Wo. sk sw oe Oe Se eR ee 

Endabeorption .. . .+. . .. . « 4640,8. 


In 25°/,ige Salzsiure geht der Farbstoff mit dichro:- 
tischer Farbe (griin-blau-rot) hinein. Spektroskopischer Befund: 

De oie ck Sg) a 607,4—597,6 (602.5 
II. Nach geringfiigiger Vorbeschattung . . 565,3—549.4 (557.3) 

Endabsorption ........ =. =. 485 

Die spektroskopischen Zahlen erinnern bei verschiedenen 
Streifen auSerordentlich an ,Kammerers Porphyrin“. 

Materialmangel verhindert vorlaufig weitere Vergleichs- 
versuche. 


EKisenkomplexsalz aus Kiebitzeischalen. 


Kine kleine Menge Ester aus Kiebitzeischalen wird mit 
einer Auflésung von Hisenpulver in siedendem Hisessig 3 M- 
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nuten gekocht, mit Chloroform versetzt und mit Wasser ent- 
mischt. Die gewaschene und geklarte Chloroformlésung gibt 
folgendes spektroskopische Bild: 
I. Breiter, sehr verwaschener Streifen 650,3—622,3 (636,3) sehr un- 
Il. Wesentlich schirfer . . - 553,9—532,9 (543,4) [scharf 
Neue Beschattung beginnt bei. . 513,1 und geht bei 468,3 in die 
Endabsorption iiber 
Beim langsamen Eindunsten kristallisiert das Komplexsalz. 
Herr Dr. Steinmetz hatte die Liebenswiirdigkeit, die Kristalle 
zu messen: 
sehr kleine Blattchen sechsseitig umrandet deutbar als 
kombination von einem Prisma von 100°, dessen 100°-Kante 


Ausléschungs “ 
MtCAKUYUL ger 





Schwarz 


von eiem Pinakoid abgestumpft ist. Parallel und senkrecht 
zi diesem Pinakoid gehen die Schwingungsrichtungen; die 
parallele Schwingung wird fast vollstandig ausgeléscht, die 
dazu senkrechte ist orangerot gefarbt. Wahrscheinlich rhom- 
bisch; Achsenbild nicht zu bekommen.“ 

Beim Auflésen in Pyridin zeigt sich ein typisches Himo- 
chromogenspektrum, und die Farbe schligt nach Braunrot um. 
Der Streifen im Rot ist vollkommen verschwunden, statt dessen 
sind zwei Streifen in Griin bzw. Griinblau entstanden. 

I. . . . §66,1—545,7 (555,9) 


IT. Viel sibvehidein enaqunnad 533,5—513,8 (523,6) 
Endabsorption . . . . . 494,5 


aol Speen dante VERE a oe a2 
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bho 
Or 
Hem 


Kisenkomplexsalz aus Méweneischalen. 


Ein ebenso dargestelltes Praparat aus kristallisiertey 
Ooporphyrindimethylester von Méweneiern zeigte in Chloroform 
folgendes Spektrum: 


I]. breiter, verwaschener Streifen 653,8—625,6 (639,7) 

Il. Streifen . . . .. . . . 555,6—533,3 (544,4) 

Neue Beschattung beginnt bei 515,1 und geht bei 471,7 in die 
Endabsorption iiber. 

Krystallographischer Befund ‘Herr Dr. Steinmetz): ,,Uber-. 
einstimmend im Habitus und Dichroismus mit dem Priparat 
aus Kiebitzeischalen. EKbener Kantenwinkel 78,5°. Aller Wahr- 
scheinlichkeit nach identisch mit dem Praparat aus Kiebitz. 
eischalen, bei welchem die Kanten weniger scharf ausgebildet 
waren und der Winkel daher nur zu rund 80° angegeben wurde. 

Wir zweifeln nicht, daB bei Wiederholung des Versuchs 
mit gréBerer Materialmenge ein vollstindig iibereinstimmendes 
Resultat erhalten werden wird. 


Himin aus Hithnerblut. 

185 ccm detibriniertes Hiihnerblut (vielleicht etwas durch 
Wasser verdiinnt?) wurde in diinnem Strahl zu 550 ccm Kis- 
essig gegeben, dem etwas Kochsalz zugefiigt war. Die Tem- 
peratur wurde etwas iiber 95° gehalten. Nach dem Erkalten 
tritt Krystallisation ein. Ausbeute 0,1 g. 

Herr Dr. Steinmetz hatte die Liebenswiirdigkeit, die er- 
haltenen Krystalle zu messen: 

Kleine linglich, rhombische Blattchen mit einer Aus- 
léschungsschiefe von durchschnittlich 34°; starker  Pleo- 
chroismus von Dunkelrot nach Schwarz. Die vollstiindige 
Absorption liegt zur langeren Kante unter dem Aus- 
loschungswinkel. Letztere ist besser ausgebildet als die 
kiirzere Kante. 

Die Ubereinstimmung mit den von M. Schalfejeff, 
Ber. 18, ITI, 232, angegebenen Schwingungsrichtungen macht 
die Identitat mit ,Acethimin“ sehr wahrscheinlich.“ 


0,1 ¢ Himin wurden in 5 ccm LEisessigbromwasserstof 
? oD 
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gegeben und im zugeschmolzenen Reagenzglas bis zur voll- 
» ctindigen Lisung geschiittelt. Spektroskopischer Befund: 











‘i |, Hauptstreifen - 611,2—600,3 (605,7) . idl 
4 Schwacher Schatten 588,2—579,5 (583.8), von da Beschattung bis zum 4F 
' Il. Hauptstreifen . . 569,7—547,5 (558,6) | 
4 Die Eisessig—Bromwasserstoff-Lésung wurde in 380 ccm “y 
P q Wasser gegeben, von geringfiigigen Abscheidungen filtriert, 4 
, : und durch Abstumpfen mit Natronlauge gefallt. Der erhaltene 4 
| Niederschlag wurde abfiltriert und in '/,,n-Natronlauge gelést. fi 
wl Hiervei trat keine Abscheidung eines Natriumsalzes auf; dieses 
bildete sich erst, als die Lésung mit mehr Atznatron versetzt wurde. 
ar | Das Natriumsalz wurde in wenig warmer, 2,5°/, iger Salzsiure ge- i 
- | lost. Beim langsamen Eindunsten im Exsiccator bildeten sich i 
det charakteristische Krystalle von salzsaurem Himatoporphyrin. | 
es Spektrum der salzsauren Lésung: f 
chs 3 I. Hauptstreifen . . . . 598,5—591,2 (594,8) | 
des 4 I. R . . . . 559,0—545,4 (552,2) S 
Bei den folgenden Versuchen wurden Proben der ver- if 
: schiedenen Hierschalen mit gesittigter, methylalkoholischer | 
| Salzsiure tibergossen, und nach einigen Stunden gemessen. 
“ ' Am anderen Tage wurde mit etwas Methylalkohol verdiinnt, 
4s fitriert und im Vakuum eingedampft. Der Riickstand wurde z 
2m- F 


' mit Sodalésung versetzt, filtriert und bis zur neutralen Re- } 
ten He .y,. . ” 4 
F aktion gewaschen. Nach dem Trocknen wurde in der Réhre 


' mit Chloroform extrahiert, hierauf die Lésung eingeengt und 





sl : zur spektroskopischen Messung gebracht. | 
Uus- Kiebitz (Vanellus vanellus). : 
leo: Ki: hellbraun mit dunkelbraunen Tupfen. | 
lige Lésung in Methylalkohol-Chlorwasserstoff: blaugriin. A, 
wl I. Hauptstreifen . . . . . . . . . 608,5—599,2 (603,8) 4 
? Hl. ‘ A ae 564,7—551,0 (557,8) } 
oe Spektrum in Chloroform: \ 
_ I. Hauptstreifen ee ee +. 686,7—620,1 (628,4) ay 
ell, " sehr schwach. . . . 606,3—602,9 i: 
cht i. ; nach Vorbeschattung . 589,7—567,4 (578,5) at 

iT, ” to. ke ee ee 550,6—5380,3 (540,4) a 

ly. . ee a ee ss 519,9—492,6 (506,2) y 


tof Endabsorption. . . ... =. =. +. 450,0 








Hans Fischer und Fritz Kégl, 


Krahe (Corvus corone). 
Ki: hell blaugriin mit braunen Tupfen. 


Lésung in gesattigtem Methylalkohol-Chlorwasserstoj: 
blaugriin. 


A ke See ee ow a we oe ER ee 
Il. Nach Vorbeschattung . 569,6—548,8 (559,2) 


Lésung in Chloroform: 


L. 1 se eee ss eS ~ OR ee 
II. Nach Vorbeschattung deutlicher 

Streifen bei. . . . . 586,8—567,7 (577,2) Maximu 
Wl... ... . ee he )«(546,9—5381,1 (539,0) [mehr rechts 
Me see us. . . . . 517,3—496,3 (506,8) 


Brachvogel (Numenius arquatus). 
Ki: braun mit dunkelbraunen und grauen Tupfen. 


Lésung in gesiittigtem Methylalkohol-Chlorwasserstoti: 
dumpf griin. 
I. Hauptstreifen 608,6—598.2 (608,4) st 
I. 567,5—547,5 (557,95) g 
Spektrum der Chloroformlésung: ’ 1 
Vorstreifen 678,0—664,0 3 IV. 
Weiter sechwache Absorption bis 643,8 4 
IL... ww ee ee ee). «6684,6—624,2 (629,4) verwaschen 
Il. Nach Vorbeschattung . . §85,6—569,2 (5 ae 4) 
MW... kt ge. re 
W oksx1Baea whi i. aes 07,3) 
Austernfischer (Himatopus ostralegus). 
Ki: hellbraun mit braunen Tupfen. 
Lésung in Methylalkohol-Chlorwasserstoff: blaugriin. 
I. Hauptstreifen 612,7—596,5 (604,6) 
Vorbeschattung ab 587,3 ’ 
Il. Hauptstreifen , 570,83—544,8 (557,5) q 
Chloroformlésung: violett. ; 
Kein Vorstreifen. B nit 
LP. cee ep eee DA es a Oe 


II. Nach Vorbeschattung deutlicher Streifen 


584,5—568,4 (576!) Mee) 


HI. 548,3—530,6 (539.4) Fe 
IV. 518,6—493,2 (505,!) fe Ul 


























‘Of: 


tot: 


schen 


628,3 
(5 16,4) 
(53944) 
(505,! 


, |. Hauptstreifen 


pi. 


PIV. 


pl. Hauptstreifen  611,8—597,0 (604,4) von hier ab leichte Beschattung, 
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Turmfalke (Falco tinnununculus). 
Ki: hellbraun mit braunen Tupfen. 
Lésung in Methylalkohol-Chlorwasserstoff: hellbraun. 
I. Hauptstreifen sehr schwach 608,8—598,9 (603,8) 
Il. Hauptstreifen . . . . . . . . . . 567,2—549,9 (558,5) 
“hloroformlésung: Spektrum sehr verwaschen. 


[. Hauptstreifen sehr schwach 633,0—624,1 (628,5) 


HT. - ee tw we ee 
atF “ Le ew ew ew ew, SMT 5880 (5000) 
IV. ; fea ee pe, Se eee 


Moosschnepfe (Gallinago gallinago). 

Ki: hellbraun mit braunen Tupfen. 

Lésung in ges. Methylalkohol-Chlorwasserstoff: blaugriin. 
. Hauptstreifen . . . .. . . . « « 610,3—596,9 (603,6) 
if. . . eee pe ew ee 6+ «(§68,3—547,5 (557,9) 
Chloroformlésung: 

A 
9 nach Vorbeschattung deutliche 


Absorption, beginnend bei 586,9—568,6 (577,7) 


P lll. Hauptstreifen . . . . . . . . . . . . 546,8—582,5 (539,6) 


518,8—497,6 (508,2) 
Silberméwe (Larus argentatus). 
Ki: graubraun mit grauen und braunen Tupfen. 
Lésung in Methylalkohol-Chlorwasserstoff: blaugriin. 
I. Hauptstreifen . . .. =... . . . 609,8—598,6 (604,2) 
II. Pe 
Chloroformlésung: 


I. Hauptstreifen 634,7—625,0 (629,8) 


II. x nach Vorbeschattung . . 586,3—568,3 (577,3) 
iI. e . 4 ee pe ee + + 548,0—582,0 (540,0) 
IV. 518,3—497,1 (507,7) 


Rotschenkel (Totanus calidris). 
Ki: hellbraun mit braunen und grauen Flecken. 
Liosung in ges. Methylalkohol-Chlorwasserstoff: dumpf griin 
starker roter Fluoreszenz. 


die bei 568,8 sich verstirkt u. den 
von 568,2—545,1 (556,6) bildet. 
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Chloroformlésung: 
Schwacher Streifen von. . . . * . . 651,5—646,5 
I. Deutlicher Streifen von . . . . . . . 633,9—622,4 (628) 
II. Nach geringfiigiger Vorbeschattung . . 586,8—567,6 (5779 
‘i a e 7 . . 548,4—581.9 (5397) 
— a - + 517,T—495,3 (5065) 
Endabsorption ..... . i. . aS 


Feldsperling (Passer montanus). 

Ki: verwischte braune Flecken auf fast farblosem Grunde 

Lésung in gesittigtem Methylalkohol-Chlorwasserstof. 
| ; griin mit roter Fluoreszenz. 

I. Hauptstreifen .. ..... . . . 608,9—598,1" (603; 

Il. a ao 566,5—548,5 (557.3) 

Lésung in Chloroform: 

[. Hauptstreifen sehr schwach 634,6—622,5 (628,5) 

LI. ss n. Vorbeschatt. 582,0—566,6 (574,3) 

III. ‘ 2. . 4s 546,2—580,8 (538,5) 


IV. - » . + « « « 518,7—495,1 (504,4) Beendig. unschar 
Absorptionsende . . . . 446,0 


Bei den folgenden Eiern konnte wegen Materialmange( 
nur das saure Spektrum gemessen werden. 


Haussperling (Passer domesticus). 
Ki: wei’ mit kleinen braunen Tupfen. 
Lésung in ges. Methylalkohol-Chlorwasserstoff: fast farblos, 
I. Hauptstreifen fiuBerst schwach . . . . 607,5—597,0 (602, 
II. es schwach .... . . . 564,7—551,5 (558.1) 
Amsel (Turdus merula). 


Ki: griinlich mit feinen blaSbraunen Flecken. 

Lésung in ges. Methylalkohol-Chlorwasserstoff: griinlich. 

I. Hauptstreifen sehr schwach . . . . . 608,1—598,3 (603,2) 

II. : Le ee ee ee > ORS BG 4 (657) 
Misteldrossel (Turdus viscivorus). 

Ki: hell graubraun mit wenig rotbraunen Tupfen am 

stumpferen Ende. 
Lésung in Methylalkohol-Chlorwasserstoft: 


I. Hauptstreifen sehr schwach . . . . . 60%,1—597,8 (602,9) 
II. ¥ oe ew ww ww ee 6566,9—549,8 (558,3) 
Absorptionsende ....... . . 48%;,5 


Ne RT Re ae PE ES a ee 
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P Rotriickiger Wiirger (Lanius collurio). 
‘ Ki: fast farblos mit wenig braunen und grauen Tupfen 








628) [Fam stumpfen Ende. 
577, 3 Lésung in ges. Methylalkohol-Chlorwasserstoff: schwach <} 
5391) a gelblichbraun. { 
5065) J = |, Hauptstreifen schwach . . . . . . . 607,1—598,8 (602,9) a 
: o Ds gl ae bah Se i 
Ringfasan (Phasianus torquatus). T 
und, [F ‘Ki: briunlich ohne Flecken. " 
stot: i Lisung in ges. Methylalkohol-Chlorwasserstoff: hellgriin. . 
a {. Hauptstreifen sehr schwach . . . . . 608,3—598,6 (603,4) a: 
6035 ie IT. ! . amass % . +» 564,T—550,8 (557,7) 
5575) fe Absorptionsende . . . ste. 0 . 433,7 
i Goldammer (Emberiza citrinella). 
% Ki: hellgrau mit dunkelbraunen Strichen und Flecken. 
q Lésung in ges. Methylalkohol-Chlorwasserstoff: schwachgriinlich. 
' —_‘{. Hauptstreifen sehr schwach . . . . . 607,7—598,5 (603,1) a 
chart IY. ; eee ee ee es 56515494 (557,2) H 
Absorptionsende . . 437,0 : 
ngel ‘ Buchfink (Fringilla sculls Al 





; Ki: graubraun, am stumpfen Ende dunkelbraune Tupfen 
| und Striche mit rétlichbraunem Hof. 
4 Lésung in ges. Methylalkohol-Chlorwasserstoff: grinlich. 


Bees «rayon 
FIT SR A SE TO 





‘blos, 7 I. Hauptstreifen sehr undeutl. schwacher Schatten 606,8—597,3 (602,0) y 
602.9) ee I. i schwach . ... . . . . . 564,3—548,0 (556,5) f 
558.1 j Absorptionsende ......... - . 440,6 # 
Feldlerche (Alauda arvensis). 1 

Ki: grau mit gleichmiBig verteilten hellbraunen Flecken. 1 

| Lésung in ges. Methylalkohol-Chlorwasserstoff: braun. : 
ch, ; 1. Hauptstreifen . . . ... . . . . 609,7—597,3 (603,5) 2 
603.2) iT. - nach Vortriibung . . . . 566,2—546,8 (556,5) 7 
57,3 ‘ | Absorptionsende . .. . as « ‘ 
Gartengrasmicke (Sylvia hippolais). 3 

i 


aml Ki: schwach rosafarben mit dunkelbraunen Fleckchen. 
4 Lésung in ges. Methylalkohol-Chlorwasserstoff: hell griin- 
| lichbraun. 
602,9) : I. Hauptstreifen schwach . . . . . . . 608,0—598,1 (603,0) 
5533) II, ‘ _——————— lll 
Absorptionsende ....... . . 488,5 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fir physiol. Chemie. CXXXI. 18 
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Rohrammer (Emberiza schoeniclus). 
Ki: grau mit dunkelgrauen und braunen Flecken. 
Lésung in ges. siaciaes Chlorwasserstoff: griinlich. 


I. Hauptstreifen . . a . . + . 609,3—596,7 (603,0) 
iL. re are ee - . « « «+ §66,6—547,0 (556,8) 
Absorptionsende .. . ik es > ae 


Kuckuck (Cuculus canorus). 

Ki: etwas griinlich mit feinen braunen Flecken. 
Lésung in Methylalkohol-Chlorwasserstoff: schwach griinlich. 
I. Hauptstreifen sehr schwach . . +. 607,2—597,T (602,4) 
IL. ¢ Lb ke oe oe ER RES 1557.8) 

Rotschwinzchen (Phoenicurus ochruros). 
Ki: hellblau. 
Lésung in Methylalkohol-Chlorwasserstoff: griinlichblau. 
Keine Absorptionsbanden. 


Huhn (Gallus domesticus). 
Ki: hell braunlich (Orpington, Plymouth Rock usw.) 
Lésung in Methylalkohol-Chlorwasserstoft: 
I. Hauptstreifen schwacher Schatten . . . 607,8—597,9 (602,8) 
{I. M4 schwach ... . . . . 565,8—551,1 (558,4) 


Nachweis von Porphyrin in Mowenkot. 


Ktwas Méwenkot wurde mit methylalkoholischer Salzsiiure 
iibergossen. Starke Kohlensiureentwicklung. Nach einigen 
Tagen wurde filtriert. Die erhaltene braungelbe Liésung gab 
folgendes spektroskopische Bild. 

I. Hauptstreifen sehr unscharf . . . . . 604,0—595,2 (599,6) 

II. : eee . . . . 562,0—547,0 (554,5) 

Nach dem — in a wurde mit Sodalésung 
versetzt, filtriert, gewaschen, getrocknet und mit Chloroform 
extrahiert. 


Vielleicht Vorbeschattung bis . . . . . . . . 652,0 
Sehr unsicher. . .. . . . 679,5—654,7 (667,1) 
I. Hauptstreifen . . . . . .... =. =. . « 681,1—621,8 (626,4) 
Il. ¥ nach Vorbeschattung. . . . . 584,7—566,4 (575,5) 
Il. : ————————— 
IV. » nach Vorbeschattung breiter und 

viel intensiverer Streifen . . 514,7—493,8 (504,2) 


Absorptionsende ......... . . 463,0 
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Vielleicht handelt es sich beim IV. stark ausgebildeten 
Streifen um Beimengung von Sterkobilin. 

Moglicherweise liegt der Hauptsache nach ein Gemisch 
von Ooporphyrinester mit Koproporphyrinester vor. 

Zur besseren Ubersicht fassen wir die Hauptresultate der 
spektroskopischen Messungen in folgender Tabelle zusammen, 
und zwar sind die angegebenen Streifenmitten das Mittel aus 
mehreren Ablesungen. Die Spaltbreite betrug bei allen 
Messungen 0,5 mm. 











Spektrum in 

gesiitt. Methyl- Spektrum 

alkohol-Chlor- in Chloroform 

wasserstoff 
I II I II Ul 

schméwe (Larus ridibundus) . . . .| 604,5 558,1 | 629,38 577,8 540,1 
Jberméwe (Larus argentatus) . . . .| 604,0 558,5 | 629,4 577,6 540,2 
iebitz (Vanellus vanellus) . . . . . {| 603,0 557,9 | 628,4 578,5 540,4 
ihe (Corvus corone) . . . . . . 604,2 559,2 | 628,8 577,0 539,2 
bachvogel (Numenius arquatus) . . .| 603,5 557,7 | 629,3 577,4 540,4 
nsternfischer (Hiimatopus ostralegus) . | 604,5 557,6 | 628,6 577,1 539,5 
nmfalke (Faleo tinnuneulus) . . . . | 603,6 558,3 | 628,1 577,5 539,8 
oosschnepfe (Gallinago gallinago) . . | 603,3 557,8 | 628,1 577,4 539,5 
ptschenkel (Totanus calidris . . . . | 604,5 557,0 | 628,6 577,1 539,6 
bldsperling (Passer montanus) . . . .]| 603,4 557,7 | 628,2 573,9 538,6 
pussperling (Passer domesticus') . . . | 602,3 558,0 
sel (Turdus merula) . . . . . . . {| 602,9 557,4 
isteldrossel (Turdus viscivorus) . . . | 602,7 558,2 
triickiger Wiirger (Lanius collurio) . | 602,8 557,9 
idammer (Emberiza citrinella). . . . | 602,7 556,9 
bhrammer (Emberiza schoeniclus). . . | 603.0 556.8 
chfink (Fringilla coelebs) . . . . . {| 601,7 556,7 
ldlerche (Alauda arvensis) . . . . . | 603,1 556,7 
artengrasmiicke (Sylvia hippolais) . . | 603,1 557,5 
eckuck (Cuculus canorus) . . . . . 602,6 557,6 
ugfasan (Phasianus torquatus) . . .| 603,2 557,6 
hn (Gallus domesticus) . . . . . . | 602,3 558,1 
btschwinzchen (Phoenicurus ochruros) . _ — 











) Wegen Materialmangels wurde bei den folgenden Kiern nur 
das saure Spektrum gemessen. 


IV 


506,5 
507,8 
506,2 
506,3 
507,4 
506,2 
506,6 
507,4 
506,5 
505,1 














Uber Cellobiase und Lichenase. 
IV. Mittsilung tiber Hemicellulosen.’) 


Von 


H. Pringsheim und J. Leibowitz. 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Berlin | 


Der Redaktion zugegangen am 8. August 1923. 


Wie vor kurzem von H. Pringsheim und K. Seifert‘) 
mitgeteilt, wird das Lichenin durch einen wiiBrigen Auszug 
von Gerstenmalz quantitativ in Traubenzucker aufgespalten; 
fast gleichzeitig berichteten P. Karrer und B. Joos’), daf 
dieses Polysaccharid in analoger Weise wie die Cellulose bei 
der Acetylierung mit Essigsiiureanhydrid und konzentrierter 
Schwefelsiure zu Octacetylcellobiose abgebaut werden kann, 
woraus von den Schweizer Forschern weitgehende Schliisse be- 
ziiglich der nahen Verwandtschaft des Lichenins mit der Cel- 
lulose gezogen wurden. 

Schon von vorneherein schien es auffallend, daB der Malz- 
auszug, fir dessen charakteristischste Eigenschaft bisher wohl 
immer seine Fahigkeit, Starke in Maltose umzuwandeln ge- 
halten worden ist, ein anderes polymeres Kohlenhydrat iiber 
die Disaccharidstufe hinweg quantitativ zur Glucose abbauen 
sollte. Beriicksichtigt man nun, daB die Cellulase die echte 
Cellulose nach den Untersuchungen des einen von uns*) bis 
zur Cellobiose abbaut, wihrend die gleichzeitig in den Cellulose- 
bakterien enthaltene Cellobiase die Spaltung des Disaccharids 


) ILL. Mitteilung, Diese Zs. Bd. 128, 8. 284 (1923). 
*) Biochem. Zs. Bd. 136, S. 537 (1923). 
’) H. Pringsheim, Diese Zs. Bd. 78, S. 266 (1912). 
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in 2 Mol. Traubenzucker iibernimmt, so lag der Gedanke einer 
analogen kombinierten Fermentwirkung beim Abbau des Li- 
chenins durch den Malzauszug nahe. Das Experiment hat 
diese SchluBfolgerung bestitigt: wir fanden im Malzauszug ein 
sehr wirksames Cellobiose spaltendes Enzym, welches das Di- 
saccharid in kurzer Zeit quantitativ aufspaltet. Diese Fund- 
stiitte der Cellobiase, welche bisher im Mandelemulsin!), in 
Kephirkérnern und im Aspergillus niger?) wie in den PreB- 
siften verschiedener Mycelpilze*) aufgefunden worden ist, diirfte 
fiir weitere Studien die geeignetste sein. Kin Maltose oder 
Milchzucker spaltendes Ferment war in unserm Malzauszug 
nicht vorhanden, ein neuer Beweis fiir den spezifischen Unter- 
schied der Cellobiase von der Lactase. 

Nach diesen Beobachtungen war jeder Grund zu der An- 
nahme vorhanden, daB der Abbau des Lichenins zur Glucose 
iiber die Cellobiosestufe geht und daB als ,.Lichenase“ ein 
Ferment zu bezeichnen sei, das das Lichenin zur Cellobiose 
abbaut, wiihrend die endliche Hydrolyse dieses Disaccharids von 
der im Malzauszug vorhandenen Cellobiase ttbernommen wird. 
NaturgemiB lag uns daran, diese These experimentell zu be- 
weisen, eine von Cellobiase freie Lichenase in die Hand zu 
bekommen und mit ihr das Lichenin zur Cellobiose ab- 
zubauen. 

Bei den Bakterienenzymen hatte die groBe Thermotoleranz 
der Cellulase im Vergleich zur Cellobiase zu diesem Ziele ge- 
fiihrt*), in unserm Falle wurde jedoch auch die Lichenase bei 
58° relativ stark geschwicht. Gliicklicher waren wir, als wir 
beobachteten, daB die Malzauszug-Cellobiase bei gewéhnlicher 
Temperatur ihre Wirksamkeit durch Altern ziemlich rasch 
einbiiBt, wohingegen die Lichenase ihr Licheninspaltungsvermégen 
auch noch nach Wochen beibehialt: ein gealterter Malzauszug 


1) Bertrand u. Holderer, C. R. Bd. 149, S. 1385 (1909); Bd. 150, 
S. 2380 (1910); Bertrand u. Compton, C.R. Bd. 151, 8. 402 (1910). 
2) E. Fischer u. Zemplén, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 365, S. 1 
(1909); Bd. 872, S. 254 (1910). 
3) H. Pringsheim u. Zemplén, diese Zs. Bd. 62, S. 367 (1909). 
*) H. Pringsheim, Diese Zs. Bd. 78, S. 266 (1912). 
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war nach drei Wochen auf etwa die Halfte seiner cellobiose- 
spaltenden Kraft zuriickgegangen, nach 3 Monaten war sic 
vollkommen erschépft, wihrend die Lichenase noch aktiv war. 
Mit diesem cellobiasefreien Knzym ist es uns gelungen, das 
Lichenin fast quantitativ (zu 84°/,) in Cellobiose aufzuspalten. 
So konnte gezeigt werden, daB ebenso wie der chemische und 
der fermentative Abbau der Cellulose auch der des Lichenins 
iiber die Cellobiosestufe fiihrt; zum erstenmal lieB sich durch 
den Fermentabbau des Lichenins beweisen, daf ein Poly- 
saccharid quantitativ aus Cellobioseresten besteht. Sollte die 
Zukunft der Karrerschen Auffassung von der nahen Ver- 
wandtschaft des Lichenins und der Cellulose recht geben, so 
wirde durch diese Analogie ein neuer und vielleicht der 
sicherste Beweis fiir die Auffassung der Cellulose als polymere 
Anhydrocellobiose geliefert werden, die der eine von uns?) zum 
erstenmal vertreten hat. 


Experimenteller Teil. 
Cellobiase. 


Als Ferment verwandten wir einen nach den Angaben 
von Euler und Svanberg’) hergestellten Malzauszug. Schon 
durch die Osazonreaktion lieB sich erweisen, da8 dieses Enzym- 
gemisch Cellobiose sehr energisch hydrolysierte. Noch schla- 
gender lieB sich der Beweis quantitativ nach der Bertrand- 
schen Methode erbringen, wahrend anderseits, wie aus nach- 
folgender Zusammenstellung hervorgeht, Maltose und Milch- 
zucker nicht gespalten worden sind. 


40 cem 1°/,ige Zuckerlésung 
10 eem Citratpuffer | 
28 ccm Wasser | 
2 ccm Fermentlésung 

Titration mit je 10 ccm. 


» 87° (p, = 5) 





1) H. Pringsheim, Cellulosechemie. Bd. 2, 8. 57 (1921). 

®) Diese Zs. Bd. 112, S. 191 (1920—21); vgl. dazu auch H. Prings- 
heim u. W. Fuchs, Chem. Ber. Bd. 56, 8. 1762 (1923); H. Pringsheim 
u. Schmalz, Biochem. Zs. im Druck. 
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Se- 

sie Bllobiose Cu Spaltung 
in mg 

yar, 


das | 1Min.} 70,0 — 
Std. | 89,0 76,6 
» | 92,8 91,9 
94,7 99,6 
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| Maltose 


nm. 1 Min} 48,3 
,, 24 Std.] 48,6 








in mg} in 


Spuren 


Cu | Spaltung, Milch- 
%7, || wucker 


} 
| 
| 
| 


|n. 1 Min. 29,5 ae 
| ,, 24Std. | 59,6 _ 








Die Konzentration der Glucose in der aufgespaltenen 
Cellobioselésung errechnet sich hieraus zu 0,52°/,, 
im 1 dm-Rohr wurde zu «e = 0,272° gefunden. 


( 
[e}> =- 


),272° .100 


Ao 
0,52 


die Drehung 


= 52,3°, theoret. 52,6°. 


Dasselbe Ferment zeigte nach 3 Wochen folgende Wirkung: 


(Lésung und Versuchsbedingungen wie oben.) 





Einwirkungs- Cu 
dauer in mg 
0 Std. 69,4 
24, 76,3 
48, 81,4 
2, 83,9 








Spaltung 


. o/ 
Im “lo 


27,8 
48,4 
58,9 


Ein 3 Monate alter Malzauszug gab folgendes Resultat: 


40 ecm 
10 cem 
28 ccm 

2 ecem 


2°/, ige Cellobioselésung 
Phosphatpuffer 

Wasser 

Fermentlésung 


Titrationen mit je 10 ccm. 


| bei 37° (P, = 





Einwirkungs- Cu 
dauer in mg 

0 Std. 134,8 
a, 136,1 
48, 136,7 
138,6 








Spaltung 


fu | 
~~ 





enimanequenniretin 




































266 H. Pringsheim und J. Leibowitz, 


Lichenase. 


Versuche bei verschiedenen Temperaturen und verschie- 
denen Altersstufen der Fermente sind in folgender Tabelle 
vereinigt: 

Fermentlésung I: frisch ausdialysiert, cellobiosespaltend. 

Fermentlésung If: gealtert (3 Monate), cellobiasefrei, unvollkommen 
ausdialysiert: 

Eigenreduktion: 10 cem—134,2 mg Cu; 
Drehung im 1 dm-Rohr: 0,22°. 

Zusammensetzung der Versuchslésungen: 

25 cem 0,34°/, ige Licheninlésung, 





























10 cem Citratpufter, 3 
15 cem Fermentlisung. ‘ 
Titrationen mit je 10 ccm. bh 
Versuch A: Ferment I, bei 58°. fi 
(Spaltung zur Glucose.) 
Einwirkungs- Cu Spaltung 
dauer in mg my, 
24 Std. 3.4 ca. 10 
48, 4,0 , 12 is 
Versuch B: Ferment II, bei 58°. 
(Spaltung zur Cellobiose.) 
EKinwirkungs- | Gesamtreduktion Reduktion des Spaltung 
dauer in mg Cu Spaltungsprodukts in %/, 
24 Std. 43.7 3.4 ea. 15 
48, 44,8 4.5 » 20 
s . 45,3 5,0 22 
Versuch C: Ferment I, bei 37°. 
it 
(Spaltung zur Glucose.) 
Zi 
Einwirkungs- Cu Spaltung 
dauer in mg in °/, di 
24 Std. 9,7 ca. 30 
48 ,, 11,7 , 40 
2 «.. 14,0 45 m 
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Versuch D: Ferment II, bei 37°. 
(Spaltung zur Cellobiose.) 





Kinwirkungs- | Gesamtreduktion Reduktion des Spaltung 
dauer in mg Cu Spaltungsprodukts ag 2 
24 Std. 47,4 7,1 ca. 32 
48 ,, 51,2 10,9 , 49 
a *% 55,1 14,8 64,8 
96 ,, 57,7 17,4 76,3 











Nachdem der Versuch mit dem gealterten Ferment bei 
37° (Versuch D) giinstig ausgefallen war, iibertrugen wir ihn 
in den gréBeren Mafstab. Als Beweis, da tatsiichlich Cello- 
biose gebildet worden ist, stehen uns folgende Daten zur Ver- 
figung: 

1. Reduktion: 

200 cem 0,34°/, ige Licheninlésung | 

100 ccm Citratpuffer + bei 37°. 

100 cem Fermentlésung II } 
Titrationen mit je 20 cem. 


Versuch E: 





Ein- Gesamt- Reduktion der} Reduktion des] . 
: " nr . , me Spaltung 
wirkungs- reduktion Ferment- Spaltungs- 1? tty 
. . . in /, 
dauer in mg Cu losung produkts 
72 Std. 95,5 67,1 28,4 62.8 
120 ,. 102.6 67,1 35,5 78,2 
144 ,, 104,7 67,1 37,6 83,0 
168. 105,4 67,1 38,3 84,9 
Iss 105,2 67,1 38,1 84,3 














Der Rest der Lésung (= 300 ccm) wurde durch Kin- 
dampfen im Vakuum auf 50 ccm (= 3/,) eingeengt. Die kon- 
zentrierte Lésung wurde wieder titriert: 





5eem Lésung . . 157,7 mg Cu 
davon Eigenreduktion des Ferments . . . 99,2 mg 
Reduktion der Cellobiose . . . 53,5 mg Cu, entspricht 


45,0 mg Cellobiose. Spaltung = 84,1°/,. 
2. Drehung: Aus den Ergebnissen des Versuchs E be- 
rechnet sich die Konzentration der Cellobiose in der eingeengten 
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Lésung zu 0,045.20 = 0,90°/,.. Die Drehung im 1 dm-Rohr 
wurde zu «& = 0,63 + 0,01° gefunden. Davon entfallen auf dic 


Eigendrehung des Ferments us nan 0,33°, somit auf die 


Drehung der gebildeten Cellobiose 0,63 — 0,33 = 0,30° + 0,01°. 
[ai}ie = 80° 100 _ 93,8 + 11° theoret, 34,5°. 

3. QOsazonreaktion: Die aufgespaltene Lésung gibt mit 
Phenylhydrazin und Essigsaéure ein in heiBem Wasser lésliches 
Osazon. 

N-Bestimmung: Substanz N 
0.1190 g 0,0130 g = 10,9°/, 
ber. 10,8°/,. 

Wir werden diesen Hauptversuch mit einem vollkommen 
ausdialysierten Ferment, das uns nicht in einem geeigneten 
Alterszustand zur Verfiigung stand, wiederholen und unser 
Augenmerk darauf richten, die Spaltung des Lichenins zur 
Cellobiose bis zu 100°/, der Theorie durchzufiihren. 

Unsere Versuche sind uns durch die Unterstiitzung der 
Rockefellerfoundation erméglicht worden, der wir auch _ hier 
bestens danken. 
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Zur Kenntnis der Gallensauren. 
X. Mitteilung. 
Von 
Martin Sehenck. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Physiologischen Instituts der Tierirztlichen Hoch- 
schule zu Dresden.) 


(Der Redaktion zugegangen am 9. August 1923.) 


1. Amid der Desoxycholsaure, C,,H,,0,-CO-NH, . 


Im Laufe anderer Untersuchungen wurde das Amid der 
Desoxycholsiure dargestellt nach der gleichen Methode, nach 
welcher Mylius‘) Cholsiureamid bereitet hatte: durch Er- 
hitzen der freien Gallensiiture mit alkoholischem Ammoniak 
im Kinschmelzrobhr. 

2g Desoxycholsiure*) wurden mit 15 ccm alkoholischen 
Ammoniaks (NH, in 96°/,igem Alkohol gelést, Titration: 
0,118 g NH, in 1 ccm Lésung) im Bombenrohr zusammen- 
gebracht. Bei Zimmertemperatur trat keine Verinderung ein, 
auch bei kurzdauerndem Erwirmen im Wasserbade erfolgte 
keine Liésung. Nach 3- bis 4stiindigem Erhitzen auf etwa 
220° resultierte eine braun gefairbte Lésung, in welcher feine 
braune Fléckchen suspendiert waren. Der Rohrinhalt wurde 
in ein Becherglas gegossen, das Rohr mit etwas Alkohol nach- 
gespult und die alkoholische Flissigkeit auf dem Dampfbad 
eingeengt. Dann wurden 50ccm 1°/,iger Natronlauge und 





1) Chem. Ber. Bd. 20, S. 1976 (1887). 

*) ,,Eisessig -Choleinsiiure', von der Chem. Fabrik C. H. Boeh- 
ringer Sohn, Nieder-Ingelheim in dankenswerter Weise zur Verfiigung 
gestellt. 
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Wasser zugegeben; es entstand zunichst eine milchige Triibung, 
beim weiteren Erwirmen auf dem Dampfbad schied sich eine 
braune harzig-schmierige Masse ab, wihrend die Flissigkeit 
sich allmihlich klirte. Nach AbgieBen der Lésung und Uber- 
gieBen der harzigen Masse mit kaltem Wasser wurde diese 
einigermaBen fest und spréde. Das Harz wurde abgesaugt, 
mit Wasser gewaschen und zwischen Filtrierpapier abgepreBt. 
Zur weiteren Reinigung wurde das Rohprodukt zuniichst mit 
Benzol ausgekocht (die benzolische Liésung hinterlieB beim 
freiwilligen Verdunsten einen braun gefarbten Lack) und dann 
in wenig 96 °/,igem Alkohol heiB gelést. Von braunen Flocken 
wurde abfiltriert, das heller gewordene Filtrat mit so viel 
Wasser versetzt, als in der Warme ohne Triibung vertragen 
wurde, und die Lésung nach dem Filtrieren zur Krystallisation 
aufgestellt. Hs schieden sich schéne Nadeln aus, die noch 
etwas gefirbt waren. Nach nochmaligem Umkrystallisieren 
aus Alkohol und Wasser in der geschilderten Weise wurden 
die Krystalle rein erhalten, ein ganz schwacher briunlicher 
Stich haftete ihnen indessen auch jetzt noch an. Das Amid 
enthalt anscheinend 3 Molekiile Krystallwasser, denn die Sub- 
stanz, die 2 Tage lang an der Luft gelegen hatte, nahm beim 
Trocknen im Exsiccator bzw. bei 80° und dann bei 110 bis 
120° erheblich an Gewicht ab: 


0,1740 g Substanz verloren 0,0205 g. 


02276 ¢ ,, »  0,0275 g. 
C.,H,,0,N +3H,O Ber. 12,14°/, H,O 
Gef. 11,78 ” 12,08 °/, H,O 


Bemerkt sei, daB auch das Amid der Cholsiure nach 
Mylius (a.a.O.) aus wiBriger Lésung mit 3 Molekiilen Krystall- 
wasser krystallisiert. 

Die bei 110 bis 120° getrocknete Verbindung zeigt, im 
Schmelzréhrchen erhitzt, von ca. 162° ab Sintern, das bald 
stark wird, es tritt Erweichen ein und bei etwa 186° Schmelzen 
mit Meniskusbildung. Analyse des.bei 110—120° getrock- 
neten Ko6rpers: 

0,1063 g Substanz gaben 0,2853 g CO, und 0,0999 g H,0. 

0,2525 ¢ ‘s 5 1,6 cem N (17°, 758,9 mm). 
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Zur Kenntnis der Gallensiuren. 


C..H,O,N Ber. 173,59°/, C 10,56°/, H 38,59°/, N 

Gef. 73,20 ,, 10,51 ,, 3,54 

Ausbeute an zweimal umkrystallisierter Substanz nur etwa 

13 bis 14°/,. Desoxycholsiureamid ist in Alkohol leicht lés- 


”? 


lich, in Ather, Benzol und Wasser schwer léslich. Es soll 
_ gelegentlich zu weiteren Versuchen Verwendung finden. 


2. Notiz, betreffend die Formel der Biloidansaure. 
Biloidansiiure (,, Letsches Saiure“) ist zuerst von Letsche?) 


_ aus Cholséure durch Kinwirkung eines Salpetersiure-Schwefel- 
| siituregemisches erhalten worden; sie wurde spiter von verschie- 


denen Seiten”) untersucht, dabei wurde festgestellt, dab sie auch 
aus Biliansiure durch Salpetersiure (D.1,4) entsteht.*) Neuerdings 


haben Wieland und Schlichting‘) gezeigt, daB Biloidansaure 
} auch schon durch verdiintere Salpetersiiure (D. 1,32) aus Bilian- 


siure gebildet wird, sowie ferner, dab man sie aus Ciliansiure, 


: Ciloidansiure und einer aus der letzteren darstellbaren Keto- 


tetracarbonsiure gewinnen kann; auch wurde ihre Identitiit 
mit Norsolanellsiure festgestellt. 
Letsche hat fiir seine Siure die Formel C,,H,,0,, an- 


-genommen, ich selbst habe zunachst die Frage offen gelassen, 


ob der Verbindung die Formel C,,H,,0,, oder C,,H,,0,, zu- 
komme, mich dann aber auf Grund von Molekulargewichts- 


: bestimmungen des neutralen Methylesters nach dem Verfahren 


von Baumann und Fromm’) fir C,,H,.0,, entschieden. 
Borsche, Weickert und Meyer wurden durch ihre Unter- 
suchungen zur Aufstellung der Formel C,,H,,O,, gefihrt, 
wihrend Wieland und Schlichting zunichst den Ausdruck 
C,,H,,0,, annahmen, ihn aber in ihrer letzten Verdffentlichung 





1) Diese Zs Bd. 61, S. 215 (1909). 

*) Schenck, Diese Zs. Bd. 110, S. 167 (1920); Bd. 112, S. 38 (1920). 
Borsche, Weickert u. Meyer, Chem. Ber. Bd. 54, S. 3177 (1921). 
Wieland u. Schlichting, diese Zs. Bd. 119, 8. 76 (1922). 

3) Diese Zs. Bd. 110, S. 167 (1920); Bd. 112, S. 38 (1920); Bd. 119, 
S. 76 (1922). 

4) Diese Zs, Bd. 123, S. 213 (1922). 

5) y. Miller u. Kiliani, Kurzes Lehrb. d. analyt. Chem. 6. Aufl., 
S. 590 (1909); Chem. Ber. Bd. 24, S. 1481 (1891). 
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durch ‘C,,H,,0,, ersetzten. Die Formel C,,H,,0,, erscheint 
in der Tat durch das von Wieland und Schlichting bei- 
gebrachte Material sehr gut gestiitzt. 

Wieland und Schlichting!) haben ebenfalls Molekular- 
gewichtsbestimmungen mit dem neutralen Methylester vor- 
genommen und zwar an sechs Priiparaten verschiedener Her- 
stellung in verschiedenen Lésungsmitteln (Benzol, Kisessig, 
Naphthalin) im geschlossenen Beckmannschen Apparat, sie 
fanden als Durchschnittswerte in Benzol 559, in Hisessig 580, 
in Naphthalin 553. Das Molekulargewicht des neutralen 
Methylesters einer fiinfbasischen Saéure C,,H,,0,, ist 486, das 


28 “10 


des Hexamethylesters von C,,H,,0,, 586, von C,,H,,0,, 572. 
Ich hatte bei meinen 3 Bestimmungen im offenen Apparat vou 
Baumann und Fromm (Naphthalin) die Werte 493, 526, 
500 gefunden. Bei friiherer Gelegenheit [Bestimmung des 
Molekulargewichts des neutralen Methylesters der Ciliansdure, 
diese Zs. Bd. 87, 8S. 67 (1913)] hatte sich mir die Methode 
von Baumann und Fromm gut bewihrt, es unterliegt aber 
keinem Zweifel, daf sie an Exaktheit dem Beckmannschen 
Verfahren im geschlossenen Apparat nachsteht und da’ daher 
Wieland und Schlichting mit den von ihnen ermittelten 
Werten das‘ Richtige getroffen haben. 

Der Grund, weshalb nicht weniger als 4 Formeln fiir die 
Biloidansiiure aufgestellt worden sind, ist hauptsichlich darin 
zu suchen, daB die Siure zwar wie alle Gallensiiuren schwer 
verbrennlich ist, dab man aber andererseits, worauf Wieland 
und Schlichting in ihrer letzten Mitteilung hingewiesen 
haben, bei allzu langsamer Verbrennung mit Bleichromat zu 
hohe Kohlenstoffwerte finden kann. Die Unterschiede im 
Kohlenstoffgehalt liegen nun bei den 4 Formeln innerhalb 
nicht allzu weiter Grenzen, noch geringer sind die Differenzen 
der Wasserstoffwerte: 


C.HO., C = 53,70 H = 6,51 
CogHs,0:¢ C = 54,07 H = 6,60 
CoH e501, C = 54,78 H = 6,78 
CHO. C = 54,95 H = 6,82 





) Diese Zs. Bd. 119, S. 82 u. 88 (1922). 
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Zur Kenntnis der Gallensiuren. 


Ich habe bei einer ganzen Reihe von Analysen, die teils 


/mit CuO allein, teils mit CuO und PbCrO, ausgefiihrt wurden, 
_C-Werte erhalten, die sich zwischen 53,58 °/, und 54,72 °/, be- 


wegten; ich méchte hier aber auf eine Analyse hinweisen, die 
ich noch im pharmazeutisch-chemischen Institut in Marburg aus- 
fiihrte, weil bei dieser Bestimmung eine andere Methode als sonst 
iiblich zur Anwendung kam, nimlich die Verbrennung auf nas- 


sem Wege (mit konz. Schwefelsiure und Kaliumdichromat) in 


der von Fritsch’) angegebenen Apparatur. Diese Analyse ergab: 

0,1490 g Substanz gaben 0,2937 g CQ,. 

Gef. 538,76 %/, C. 

Sie stimmt innerhalb der Fehlergrenzen zu der Formel 
C,,H,,0,. (freilich auch zur Formel C,,H,,0,,, die aber nicht 
mehr in Betracht kommen diirfte). DaB die genannte Methode 
auch zur Analyse der schwer verbrennlichen Gallensiuren 
sich eignet, davon iiberzeugte ich mich an einem Priparat 
reiner Ciliansiure, das, auf nassem Wege nach Fritsch ver- 
brannt, 59,76 °/, C lieferte (0,1516 g Substanz gaben 0,3322 g 
CO,), wihrend die Formel C,,H,,0,, 59,72°/, C verlangt. 

Bei dieser Gelegenheit sei auf eine Modifikation eines 
Verfahrens zur Reinigung der Biliansiiure hingewiesen. Um 
Biliansiure giinzlich frei von Desoxybiliansiure zu erhalten, 
hatte ich mich friiher?) der verschiedenen Lédslichkeit des 
Biliansiituredioxims und des Desoxybiliansiureoxims in Ather 
bedient. Allerdings handelte es sich bei der verwendeten Bilian- 
siure um ein Priparat, das schon ziemlich frei von Desoxy- 
biliansiure sein muBte, denn bei der Oxydation einer Probe 
mit KMnO, zu Ciliansiure konnte die in Wasser sehr schwer 
lésliche Desoxybiliansiure nicht mit Sicherheit nachgewiesen 
werden. Geeigneter noch zur Trennung der Oxime als Ather 
diirfte Aceton sein, in welchem Desoxybiliansiureoxim sich 
leichter lést als in Ather, wihrend das Dioxim der Bilian- 
siure in Aceton sowohl wie in Ather schwer léslich ist.®) 


1) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 294, S. 79 (1897). 

2) Diese Zs. Bd. 112, S. 40 (1920). 

3) 0,01 g Desoxybiliansiureoxim lésten sich in 3 cem Ather bzw. 
(cem Aceton, die gleiche Menge Biliansiuredioxim wurde von 30 cem 
Ather oder 20 cem Aceton nicht bzw. nur teilweise gelést. 
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274 Martin Schenck, 

Biliansiure der gleichen Herkunft, wie die seinerzeit durch | ’ K 
Oximieren und Atherbehandlung gereinigte, wurde in bekannter |, 
Weise in das Dioxim iibergefiihrt, dieses nach Ausfallen mit | 3° 
verdiinnter Essigsiure auf Tontellern getrocknet. Das noch | p 
nicht ganz trockene Material wurde mit Aceton angerieben, | 
das Ungeléste abgesaugt, mit Aceton gewaschen, an der Luft W 
getrocknet und in Salzsiure gelést (auf 4 ¢ Dioxim 40 ccm \ 
25 °/,iger Salzsiure und 10ccm Wasser). Die fast klare salz- | 4 
saure Liésung wurde zum UberfluB noch filtriert, das Filtrat f 4 
auf dem Dampfbad erhitzt. Es schied sich so reine Bilian- [- 
siure wieder ab, die nach dem Erkalten abgesaugt, mit Wasser | 
gewaschen und getrocknet wurde. 

0,1052 g Substanz, bei 110 bis 120° getrocknet, gaben 0,2459 g CO, F- 

und 0,0749 g H,O. 
C,,H,,0¢ Ber. 63,96°/, C 7,61 °/, H ' 
Gef. 63,75 _,, mM i R 

Eine Probe dieser Biliansiure lieferte bei der Oxydation e 
mit Salpetersiture vom spez. Gew. 1,4 in der frither beschric- | 
benen Weise reine Biloidansaure: 7 

0,0992 g Substanz, bei 120° getrocknet, gaben 0,1954 g CO, und b 

0,0581 ¢g H,O. g 
Coser Ber. 54,079/, C 6,60°/, H d 
Gef. 53,72, 6,55, . 

Ob das genannte Reinigungsverfahren auch anwendbar 6 
ist, wenn der Biliansiure gréBere Mengen Desoxybiliansiure 4 
beigemischt sind, habe ich nicht untersucht. I 

3. Uber ein Oxydationsprodukt der Isobiliansaure. : 

Am Schlusse der 8. Mitteilung!) habe ich kurz erwiihnt, h 
daB auch Isobiliansiure unter den gleichen Bedingungen wie t 
Biliansiure mit Salpetersiiure (spez. Gew. 1,4) oxydiert wurde. \ 
Es schied sich hier indessen bei mehrstiindigem Erwiirmen ; 
auf dem Dampfbad nichts aus, auch nicht nach dem Erkalten, ; 
ebensowenig auf Zusatz von Wasser. Versuche, das Reaktions- F 
produkt zu isolieren, auf die hier nicht niher eingegangen | F 


werden soll, wollten nicht recht zu einem krystallisierten 


1) Diese Zs. Bd. 112, S. 44 (1929). 
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Zur Kenntnis der Gallensiuren. 


Korper fiihren. Ich habe dann spiter gefunden, daB unter 
der Kinwirkung einer schwicheren Salpetersiure (von etwa 
32,5 °/,) aus Isobiliansiure ein schén krystallisiertes Oxydations- 
produkt erhalten werden kann. Von der Isobiliansiure standen 
mir fir diese Versuche nur wenige Gramm zur Verfiigung, sie 
war nach den Angaben Pregls ) dargestellt und aus heiBem 
Wasser umkrystallisiert worden. Schmelzpunkt: 244°. Unter 
dem Mikroskop: in der Hauptsache iibereinandergelagerte Tafeln. 
Analyse der bei 110—120° getrockneten Verbindung: 


0,1052 g Substanz gaben 0,2471 g CO, und 0,0758 g H,O. 


0,1048¢ » 0O2451¢ , 4, 0,0727¢g _ ,, 
C.,H,,0, Ber. 63,96, C 7,61 °/, H 
Gef. 64,06 ,, 63,789, C 806 , 7,76°), H 


Nach Vorversuchen mit kleineren Mengen wurde der 
Rest von 4,6 g Isobiliansiure mit 42 ccm Salpeterséure von 
etwa 32,5 °/, auf dem Dampfbad erhitzt. Die Reaktion setzte 
allmihlich unter Entwicklung von braunen Dampfen ein, nach 
7 Minuten war alles gelést und bereits nach weiteren 6 Minuten 
begann die Ausscheidung eines weifen Reaktionsproduktes; im 
ganzen wurde 11/, Stunden lang erhitzt. Nach dem Erkalten 
des Gemisches wurde die ausgeschiedene Masse abgesaugt und 
mit Wasser gewaschen. Zum Umkrystallisieren benutzte ich 
starke Hssigsiure: der Kérper wurde mit 30°/,iger Hssigsiure 
erhitzt und nach und nach Eisessig zugegeben, bis in der 
Hitze nahezu alles in Lésung gegangen war. Das Filtrat 
schied beim Erkalten die Verbindung in feinkrystallinischer 
Form aus, unter dem Mikroskop war das Bild ziemlich ein- 
heitlich: sechseckige getreckte Tafeln, teils gréBer, teils kleiner, 
teils einzeln liegend, teils zu Aggregaten zusammengeballt. 
Nach dem Absaugen, Waschen mit Wasser und Trocknen bei 
\10—120° betrug die Ausbeute etwa 7,5°/,. Im Schmelz- 
rébrchen erhitzt, schiumt die Substanz, nach vorhergehendem 
Sintern, bei 230—235° unter Braunfarbung auf. Analysen 
der bei 110—120° getrockneten Verbindung: 


1) Mon.-H. fiir Chemie, Bd. 24, 8. 53 (1903). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXXI. 
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0,0972 g Substanz gaben 0,2219 g CO, und 0,0597 ¢ H,O. 
- of £ 


0,1016 g “ » O,2812¢ , 14 00614¢g ,, 
0,1038 ¢ ‘ » O,28%1g , «4 0,0648¢ ,, 
0,1044 g - » Oeeee, . » Og .,, 

Gef. 62,26 °/, C 6,87 °/, H 

62,06 ms 6,76 - 

62,30 a 6,98 te 

61,65 * 6,76 si 


Nach diesen Resultaten kénnte man an den Ausdruck 
C,,4H,,.O, (62,04°/, C und 6,95°/, H; Triketotricarbonsiure ’) 
denken, indessen halte ich es fir verfriht, auf Grund der 
wenigen Daten eine Formel aufzustellen. 

Die Versuche sollen wiederholt, und dabei die neue Saw: 
naher untersucht werden. 
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Uber die Spaltung von d,l-Tyrosin in die beiden optisch- 
aktiven Komponenten. 
Von 
Emil Abderhalden und Hans Sickel. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitit Halle a. S.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10. August 1923.) 


d,l-Tyrosin ist von Emil Fischer’) nach erfolgter Ben- 
zoylierung mittels Bruzin in l- und d-Tyrosin zerlegt worden. 
Emil Fischer stieB dabei auf erhebliche Schwierigkeiten. 
Die Ausbeuten an den optisch-aktiven Formen lieBen sehr zu 
wiinschen iibrig. Wir haben infolgedessen nach einem anderen 
Wege gesucht, um die Spaltung des d,1-‘l'yrosins herbeizufiihren 
Den einen haben wir bereits in der Zeitschrift ,,Ferment- 
forschung“ mitgeteilt.”, Wir gingen von der Beobachtung von 
Warburg aus, wonach d,1-Leuzinithylester durch Pankreassaft 
asymmetrisch verseift wird. d,l-Tyrosinathylester wird ebenfalls 
asymmetrisch gespalten. Es entsteht 1-Tyrosin, waihrend der 
d-Tyrosinithylester unverseift bleibt, vorausgesetzt, dab man 
den Versuch zeitlich begrenzt. Es ist uns gelungen, die Aus- 
beute an den optisch-aktiven Formen des Tyrosins zu steigern. 
Wird der unverseift gebliebene Ester mehrfach mit Chloroform 
ausgezogen und verseift, dann erhailt man etwa 45°/, der be- 
rechneten Menge an d-T'yrosin. Die Methode der asym- 
metrischen Verseifung von Aminos&ureestern mittels 
Pankreassaft bzw. Pankreatinglyzerinauszug _ er- 





) Emil Fischer, Chem. Ber. Bd. 32, S. 36388 (1899). 
*) Emil Abderhalden, Hans Sickel u. Harujiro Ueda, Ferment- 
forschung Bd. 7, S. 91 (1928). 
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scheint uns als eine ganz besonders geeignete Me- 
thode, um aus Razemkérpern die beiden optisch- 
aktiven Formen in guter Ausbeute zu gewinnen. Die 
Methode hat noch den Vorteil, daB sie relativ billig und wenig 
zeitraubend ist. Sie ist jedenfalls der Spaltung von Razem- 
kérpern durch Lebewesen vorzuziehen; einmal schon deshalb. 
weil sie beide optisch-aktiven Formen liefert und ferner auch, 
weil sie auBerordentlich viel einfacher und weniger kostspielig 
ist. Es sind Versuche im Gange, um nachzupriifen, ob die 
erwahnte Methode ganz allgemein verwendbar ist. 

Wir haben weiterhin Versuche unternommen, um die Zer- 
legung von d,l-Tyrosin iiber die Formylverbindung durch- 
zufiihren. Zur Trennung verwendeten wir Bruzin. Wir er- 
hielten von den optischen Antipoden und speziell von d-Tyrosin 
39°/, der theoretisch méglichen Ausbeute. Die angewandte 
Methode sei im folgenden beschrieben. 

Analog der Darstellung des d-Phenylalanins') wurden 
zunichst die Léslichkeitsverhiltnisse der beiden wasserfreien 
Salzantipoden in Athylalkohol untersucht. Beide sind fast 
gleich und schwer ldslich (1:79). Auch mit absolutem Athyl- 
alkohol war kein brauchbares Resultat zu erzielen. Ver- 
suche, die wasserhaltigen Salze aus verdiinntem Alkohol ver- 
schiedeners Konzentration zu trennen, fiihrten zu aktiven Ge- 
mischen, deren spezifisches Drehungsvermégen jedoch héchstens 
[¢]\?) =+5,8° war. Erst die fraktionierte Krystallisation 
aus Wasser lieferte optisch reines d-Tyrosin in 39°/,iger 
Ausbeuie der im angewandten Formyl-d,l-tyrosin vorhandenen 
d-Aminosiaure. 


Darstellung des Formyl-d,l-tyrosins. 


d,l-Tyrosin (véllig inaktiv durch 20 stiindige Hydrolyse von 
Seide mittels etwa 40°/, iger Natronlauge) wird mit der sechs- 
fachen Menge 98°/,iger Ameisenséure am RiickfluBkiihler 
3 Stunden in gelindem Sieden erhalten. Der nach Vakuun- 





1) KE. Fischer u. Schoeller, Ann. d. Chem. u. Pharm. Bd. 357, 
S. 1 (1907). 
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destillation gewonnene Riickstand erfihrt noch zweimal eine 
Behandlung mit je der dreifachen Menge Ameisensiure. Zu- 
letzt wird der erstarrte Riickstand fein gerieben, tiber Natron- 
kalk im Vakuum von der anhaftenden Ameisensiure befreit 
und zur Entfernung noch unveranderten Tyrosins rasch mit 
der dreifachen Menge normaler Salzsiure verrieben und scharf 
abgesaugt. Aus der vierfachen Menge heifen Wassers, nach 
Behandlung mit Tierkohle, krystallisiert das Formyl]-d,l-tyrosin 
mit 1 Mol. Konstitutionswasser in farblosen Prismen, die sich 
bei 182° (unkorr.) unter Aufschiumen zersetzen. Zweckmibig 
setzt man nach dem Erkalten vor beginnender Krystallisation 
einige Tropfen Salzsiure (1,19) zu, um noch vorhandenes Tyrosin 
in Lésung zu halten. Ausbeute 63°/, der Theorie. 


Formy]-d-tyrosin. 


20 g der d,l-Verbindung werden zusammen mit 41 g Bruzin 
(4aq) (molekul. Mengen) fein gepulvert, gemischt und in 700 ccm 
heiBen Wassers (75°) gelést. Man laBt ganz langsam erkalten, 
filtriert andern Tags das in 4- und 6 kantigen Blittchen, meist 
biischelformig angeordnet, ausgeschiedene Bruzinsalz ab (25,5 g); 
Z.-P. 145° (unkorr.). Es wird zweimal aus je 250 ccm heiBen 
Wassers umkrystallisiert (15). Im Vakuum bei 110° getrocknet 
zeigt sein N-Gehalt eine monomolekulare Zusammensetzung 
mit 5 Mol. Konstitutionswasser an. 

15g des reinen d-Salzes werden in 150ccm Wasser (75°) 
gelést, rasch abgekiihlt und bei ca. 20° mit 22 ccm normaler 
Natronlauge versetzt. Nach gutem Abkihlen nutscht man vom 
ausgeschiedenen Bruzin ab und sduert das Filtrat mit 22 ccm 
normaler Salzsiure an. Nach dem Einengen im Vakuum auf 
ca. 50 ccm erhalt man das Formyl-d-tyrosin (4,5). 


d-Tyrosin. 


Das Formylderivat kocht man 3 Stunden mit der zehn- 
fachen Menge 10°/, iger Salzsiure am RiickfluBkiihler, filtriert 
durch Tierkohlebelag und fallt aus der erkalteten Lésung durch 
Umsetzung mit Natriumacetat das d-Tyrosin. Aus heiBem 
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Wasser umkrystallisiert ist es véllig rein (3,4 g). [@]7) =-+ 8,7" 
in 21°/, Salzsaure. [0,1366 g in 10 ccm 26°/, HCl; a7? = + 0,12. 

Anmerkung: Versuche die l-Komponente aus der Mutter- 
lauge der Bruzinsalz-dl-Lésung zu isolieren, fiihrten im besten 
Falle zu einem 1-Tyrosin-Razemgemisch von [a@]%> = — 6,2. 


Das Bruzinsalzgemisch tritt nach dem Kinengen auf !/, (250 ccm) 


als voluminéser Krystallgefilz, bestehend aus biischelf6rmig an- 
geordneten Nadeln, aus der Mutterlauge auf. Im Vakuum be: 
110° getrocknet (mehrere Stunden) deutet sein Stickstoffgehalt aut 
monomolekulare Zusammensetzung mit 4 Mol. Krystallwasser. 


cotter isso Reaes Cnaatke 






















































Beitrag zur Kenntnis des Aufbaus der Spinnenseide. 
Von 


Emil Abderhalden. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Halle a. 8). 


(Der Redaktion zugegangen am 10. August 1923.) 


Emil Fischer’) hat im Jahre 1907 iiber die Zusammen- 
setzung der Seide berichtet, die von der Spinne Nephila mada- 
gascariensis abgegeben wird. Es zeigte sich, daB in mancher 
Beziehung eine nahe Verwandtschaft zu der Seide besteht, die 
von Bombyxarten hervorgebracht wird. Daneben fanden sich 
bemerkenswerte Unterschiede, indem die Spinnenseide einen auf- 
fallend hohen Gehalt an Glutaminsiure (etwa 12 °/,) aufweist, 
wihrend der Raupenseide die Bicarbonsiuren offenbar ganz 
fehlen bzw. nur in sehr geringer Menge nachweisbar sind, Es 
war von groBem Interesse zu priifen, ob beim stufenweisen 
Abbau der Spinnenseide unter Anwendung gleicher Methoden, 
gleiche Bruchstiicke, wie aus der Raupenseide, erhalten werden 
kénnen.?) Wir hatten Gelegenheit, 30 g Spinnseide zu ver- 
arbeiten. Sie wurde in der wiederholt beschriebenen Weise mit 
70 °/,iger Schwefelsiure bei 37° hydrolysiert, und zwar 3 Tage 
lang. Die Schwefelsiure wurde dann vollkommen entfernt 
und das Hydrolysat unter stark vermindertem Druck zur 
lrockne verdampft. Der Riickstand wurde in der iblichen 
Weise mit Methylalkohol und gasférmiger Salzsiure verestert. 
Die Ester wurden mit gasférmigem Ammoniak in Freiheit ge- 


) Emil Fischer, Diese Zs. Bd. 53, 8. 126 (1907). 
*) Vgl. hierzu auch Emil Abderhalden und Akikazu Suwa, 
Diese Zs. Bd. 66, S. 183 (1910). 
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setzt. Die Lésung der freien Ester wurde im Vakuum ab- 
destilliert, und zwar bei 60° des Wasserbades. Der Riick- 
stand wurde wiederholt mit Ather ausgeschiittelt und dann 
wieder in Methylalkohol aufgenommen. Die erwahnte Opera- 
tion wurde vorgenommen, um auszuschlieBen, daB aus freien 
Aminosaureestern sich Anhydride bilden konnten. Nachdem 
die methylalkoholische Lésung eine Woche gestanden hatte, 
wurden die ausgeschiedenen krystallinischen Massen abgesaugt 
und im Soxhletapparat mit Essigither ausgezogen. Der Hssig- 
ather wurde dann verdunstet. Die erhaltenen Krystallfrak- 
tionen waren schwach gelblich gefarbt. Einmaliges Umlésen 
aus heiBem Essigither fiihrte zu schneeweiBen Produkten. 
Die erste Abscheidung gab deutlich die Millonsche Reaktion. 
Die Substanz schmeckte stark bitter. Sie ergab beim Kochen 
mit frisch gefalltem Kupferoxyd keine Blaufarbung. Schmelz- 
punkt 282°. 


0,0752 g Substanz verbrauchten 6,81 ccm n/10-H,SO,. 
C,,H,.N,0; Ber. 12,73 9/, N 
Gef. 12,67 = 


Die Vermutung, wonach Glycyl-l-tyrosinanhydrid 
vorlag, lieB sich dadurch bestitigen, daB ein Gemisch des ge- 
wonnenen Anhydrids mit reinem Glycyl-l-tyrosinanhydrid den 
gleichen Zersetzungspunkt zeigte wie die reine Verbindung 
selbst. 

Aus der Mutterlauge des erwihnten Diketopiperazins lied 
sich Glycyl-d-alaninanhydrid gewinnen. Schmelzp. 245” 
(korr.). 


0,1012 g Substanz verbrauchten 15,85 cem n/,.-H,SO,. 
C,;H.N,O, Ber. 21,88 °/, N 
Gef. 21,92 _,, 


Auch hier bestiitigte ein Mischschmelzpunkt mit reinem 
Glycyl-d-alaninanhydrid, da8 dieses Diketopiperazin vorlag. 
Die Mutterlauge des Glycyl-d-alaninanhydrids enthielt eine 
zwar krystallisierbare Verbindung, ‘deren Natur jedoch nicht 
aufgeklart werden konnte. Sie enthielt Tyrosin und ferner 
Glutaminsaéure, In geringen Mengen konnte auch Glykokoll 
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aus dem Hydrolysat der isolierten Substanz nachgewiesen 
werden. Die Menge der zur Verfiigung stehenden Produkte 
war infolge der sehr geringen Menge des Ausgangsmaterials 
gering. Ich hatte gehofft, die ganze Untersuchung mit mehr 
Material wieder aufnehmen zu kénnen. Es ist jedoch ohne 
Zweitel vollkommen aussichtslos, je wieder in den Besitz von 
Spinnenseide zu kommen. 

Ks sind auch Versuche unternommen worden, das Spinn- 
gewebe von anderen Spinnen (Kreuzspinne usw.) auf seine Zu- 
sammensetzung zu untersuchen. Es ist leider auBerordentlich 
schwierig, reines Material in geniigender Menge zu gewinnen. 




















Weitere Studien iiber den stufenweisen Abbau 
von Eiweifstoffen. 
Von 


Emil Abderhalden. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Halle a. S.) 
(Der Redaktion zugegangen am 11. August 1923.) 
Ausgefiihrt mit Mitteln der Kaiser-Wilhelm-Gesellschaft zur Férdernng der Wissenschaften. 


Ks haben sich bis jetzt bei der ‘'rennung der Spalt- 
produkte, die beim stufenweisen Abbau von HKiweiBstoffen ent- 
stehen, zwei Methoden als besonders erfolgreich erwiesen. Die 
eine beruht auf der Anwendung von Fiallungsmitteln und die 
andere auf der Beniitzung von Lésungsmitteln. Von Fallungs- 
mitteln sind hauptsichlich verwendet worden: Phosphorwolfram- 
siure, Merkurisulfat in 5°/,iger Schwefelsiiure gelést, Mercuro- 
acetat, Mercuriacetat, Sublimat in alkoholischer Liésung (zumeist 
wurde die Fiallung bei schwachalkalischer Reaktion vollzogen), 
ferner Silbersalze. Von Lésungsmitteln bewihrte sich besonders 
KNssigither, Aceton und Alkohole, z. B. Methylalkohol. Be- 
sonders erfolgreich war vielfach die Verwendung von Extrak- 
tionsmitteln gemeinsam mit Fallungsmitteln. Es lit sich vor- 
laufig keine allgemeingiiltige Methodik angeben, mit Hilfe 
derer man unter allen Umstiinden zu charakteristischen Abbau- 
stufen zusammengesetzter Natur kommt. Es ist in jedem Kinzel- 
falle notwendig, durch Vorstudien festzustellen, welche Art des 
Abbaues die giinstigste und welche Art der Aufarbeitung die 
erfolgreichste ist. Auf Grund einer sehr reichen Erfahrung 
wird der folgende Versuchsplan empfohlen: Von dem zu unter- 
suchenden EKiweib, das in méglichst feiner Verteilung verwendet 
werden muB, werden 100 g mit der 3—5 fachen Menge 70°/, iger 
Schwefelsiure iibergossen. Die Siiure muB kalt angewendet 
werden, d. h. sie darf nicht frisch bereitet sein, bzw. sie mu8 
in diesem Falle vor der Verwendung abgekihlt werden. Yon 
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dem Eiwei8kérper muB eine Gesamtstickstoffanalyse vorliegen. 
Ks wird nun an Hand von Vergleichen zwischen dem Gesamt- 
stickstoffgehalt und dem Aminostickstoffgehalt der Lésung ver- 
folgt, wie die Hydrolyse verliuft. An Hand der gewonnenen 
_ Ergebnisse laBt sich beurteilen, wie lange die Hydrolyse aus- 
/ gedehnt werden muB, und welche Temperatur die giinstigste ist. 
Man wird die Hydrolyse bald bei Zimmertemperatur, bald bei einer 
héheren Temperatur (z. B. Bruttemperatur) vor sich gehen lassen. 
im allgemeinen erwiesen sich 2—5 Tage als die giinstigste Zeit. 

Die Schwefelsiure wird dann unter sorgfiltigster Kiihlung 








eo. —) canz allmiihlich mit eiskaltem Wasser verdiinnt und dann mit 
/  Baryt quantitativ entfernt. Man verwendet zuniachst unter 
It- kraftigem Umriithren feingepulvertes Barythydrat und _ schlieB- 
it- § lich eine heiBgesittigte Lésung davon. Es ist von gréBter 
jie — Bedeutung, daB die Fiallung der Schwefelsiiure nicht in einer 
lie — zu konzentrierten Lésung vorgenommen wird. Ks ist weniger 
‘s- | zeitraubend, aus einer verdiinnten Lésung zu fillen, als nachher 
n- den Bariumsulfatniederschlag mit viel Wasser auszulaugen. 
‘0- Der Bariumsulfatniederschlag wird so lange mit Wasser dekan- 
ist tiert bzw. ausgekocht, bis das Filtrat mit Ninhydrin gekocht 
n), auch bei starkem Kinengen keine Blaufarbung mehr gibt. 
rs Das gesamte Filtrat vom Bariumsulfat wird unter ver- 
= mindertem Druck zur Trockene verdampft, und zwar unter 
k- —} Anwendung eines Tropftrichters. Der erhaltene Riickstand 
- — wird je nach seiner Beschaftenheit behandelt. Gelingt es, ihn 
fe — in feste Form zu bringen, dann wird er fein pulverisiert und 
u- — in diesem Zustand in eine Extraktionshiilse eingefiillt. Ver- 
sl- § bleibt ein’Sirup, dann wird dieser mit reinem, gegliihtem See- 
es ff sand innig vermengt, bis sich eine feste Masse gebildet hat. 
ie Auch sie wird in eine Extraktionshiilse eingefiillt. Nun zieht 
ng ff man im Soxhletapparat zunichst mit Essigather so lange 
r- — aus, bis die Extraktionsflissigkeit beim Verdunsten keinen 
et — itiickstand mehr zeigt. Man erhilt fast ohne jede Ausnahme 
er [beim stufenweisen Abbau von Proteinen in Essigiither lésliche 
et krystallisierende Produkte. Ihre Menge ist meist sehr gering. 
iB § ks handelt sich zumeist um Diketopiperazine. Ihre Iso- 


lierung bedarf ganz besonderer Sorgfalt. Sie sind nimlich 
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zum Teil sehr leicht fliichtig und kénnen beim Umkrystalli- 
sieren verloren gehen. Ferner werden sie von Tierkohle zum 
Teil sehr stark adsorbiert. Ist die Ausbeute an Produkten, 
die in Kssigither léslich sind, gering, dann muB der stufen- 
weise Abbau unter anderen Bedingungen vollzogen werden. 

Die mit Essigither erschépfte Masse wird nunmehr mit 
reinem, trockenem Aceton ausgezogen. Das Liésungsmittel 
farbt sich meistens etwas. Im allgemeinen ist die Aceton- 
fraktion insofern wenig ergiebig, als es schwierig ist, die in 
Lésung gegangenen Produkte zu reinigen und zu trennen. 
Nach erfolgtem erschépfenden Ausziehen mit Aceton wird mit 
Methylalkohol ausgezogen. In dieses Lésungsmittel gehen 
gewohnlich viele Produkte hinein. Man erhalt durch Ein- 
engen der methylalkoholischen Lésung verschieden leicht lis- 
liche Fraktionen. Man kann auch durch Fallen mit Athy!- 
alkohol Fraktionen abscheiden. Man erhilt ohne groBe Miihe 
schneeweiBe und zum Teil deutlich krystallinische Produkte. 
GewiB kann man auch andere Lésungsmittel mit Erfolg an- 
wenden. In einzelnen Fallen ergab das Ausziehen mit Chloro- 
form und vor allen Dingen auch mit Butylalkohol gute 
Ergebnisse. Leider sind die meisten Fallungs- und Liésungs- 
mittel derartig teuer, daB man auf sie verzichten muf. 

Unter Innehaltung der vorerwihnten Versuchsanordnung, 
wobei im einzelnen die Konzentration der Saure, die Dauer 
ihrer EKinwirkung und die angewandte Temperatur verindert 
wurden (angewandt wurde auch die Hydrolyse mit verdiinnter 
Salzsiure unter Druck), sind eine ganze Reihe von Proteinen 
untersucht worden. Uber die einzelnen Ergebnisse wird fort- 
laufend berichtet werden. Sobald fiir ein bestimmtes Protein 
durch Vorversuche in erwaihnter Art gute Ergebnisse erzielt 
werden, geht man von gréBeren Mengen (mindestens 500 ¢ 
aus. Wir haben beim Casein einen Versuch, die Hydrolyse 
durch Erwirmen mit verdiinnter (5- bzw. 10°/,iger) Schwefel- 
siure, durchzufiihren, gemacht. Es sei unten tiber das er- 
haltene Ergebnis berichtet. Im allgemeinen scheint uns die 
Anwendung der 70°/,igen Schwefelsiure einheitlichere Resul- 
tate zu liefern. 
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Es ist schon mehrfach auf die auBergewéhnlich groBen 
Schwierigkeiten bei der Reindarstellung und Identifizierung 
der einzelnen Produkte hingewiesen worden. Es sind leider 
die Enttaiuschungen sehr zahlreich. So konnte aus Casein ein 
Produkt gewonnen werden, dessen ganzes Verhalten auf ein 
aus Tryptophan und Histidin zusammengesetztes Produkt hin- 
wies. Auch die Stickstoffanalyse stimmte sehr gut mit einem An- 
hydrid, bestehend aus den beiden genannten Bausteinen, iiberein. 
SchlieBlich ergab sich, da& Histidin mit einem Indolderivat 
‘vielleicht Oxytryptophan vermischt) vorlag. Eine chemische 
Bindung zwischen den Bausteinen lag ohne Zweifel nicht vor. 
In einem anderen Falle war es schwierig, Tyrosin und Lysin 
zu trennen. Auch hier wurde der Eindruck erweckt, als lige 
eine Verbindung beider Bausteine vor. Man muB, um eine 
Verbindung als wirklich vorhanden bezeichnen zu kénnen, alle 
Hilfsmittel in Anspruch nehmen: fraktionierte Krystallisation, 
Schmelzpunkt, optisches Verhalten, Elementaranalyse, Molekular- 
vewicht der einzelnen Fraktionen, Derivate. Leider sind oft 
die Ausbeuten nach miihsamer Arbeit sehr gering, wodurch 
die Aufklirung der isolierten Substanz sehr schwierig wird. Die 
Mikroelementaranalyse erweist sich in solchen Fillen als ganz 
besonders hilfreich. 

Es sei tiber 2 Untersuchungen berichtet: Die eine hatte 
zum Ziel, aus Seide in méglichst groBer Ausbeute 
Glycyl-d-alaninanhydrid zu gewinnen. Ks ist in der 
Tat gegliickt, ein Verfahren ausfindig zu machen, das es er- 
méglicht, das erwaihnte Diketopiperazin in recht groBer Aus- 
beute zu erhalten. Das Anhydrid kann leicht zum Dipeptid 
aufgespalten werden. Ferner haben wir Casein (Hammarsten) 
der partiellen Hydrolyse unterworfen. Es ist gelungen, das 
Dipeptid’d-Alanyl-l-leucin, 


NH, mm 
| 
CH,-CH-CO-NH-CH-CH,-GH  , 
| 
COOH ‘ba, 


in reinem Zustande zu isolieren, ferner d-Valyl-l-leucin- 
anhydrid 
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CH, 


4 
/ 


CO-CH-CE 
7; a, 
NH NH OH, 


OR 
OH-CO 
| 
CH, 
| 
CH 


oh, 
CH, CH, 


und ferner ein Anhydrid, das die Bausteine d-Alanin und 
-Leucin und |-Prolin aufweist. Uber die Struktur dieses 


Produktes liBt sich nichts Bestimmtes aussagen. Es bestehen 
verschiedene Moéglichkeiten, z. B.: 

















Alanylrest 
CH, 
CH-CO CH,-CH, 
ef %, | | 
NH N OC-CH CH,} Prolylrest ' 
\ / KF (4) 
\ Pol ay 
CO-CH CH, NH 
ae 2 
CH,-CH 
% 
CH, 
Leucylrest 
oder 
Prolylrest Leucylrest 
CH,—OH, ol, 
| | , a 
CH, CH-CO-.NH-CH-CH,+-CH 
ue | ™ 
N OC CH, (2 


| 
( 
| 
Alanylrest /CH-NH “on 
| 
i 


Das Produkt gab keine Biuretreaktion. Wiederholte- 
Umkrystallysieren aus heiBem Wasser ergab Fraktionen mit 
den gleichen Eigenschaften und der gleichen elementaren 
Zusammensetzung. 
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Die vorstehend mitgeteilten Formeln kénnen natiirlich nur 
provisorische sein. Ihre Synthese ist zurzeit nicht méglich. 
Die Verwendung von Prolin als Baustein zur Herstellung von 
Polypeptiden ist an und fir sich auBerordentlich schwierig. 
Ferner sind noch keine Methoden bekannt, um entsprechende 
Anhydride darzustellen. Es sind Versuche in dieser Richtung 
im Gange, und zwar ist versucht worden, 0-Oxy-a-amino- 
valeriansiiure als Baustein zu verwenden und diese Verbindung 
nachtriiglich in Prolin iiberzufiihren, doch gliickte es nicht, 
md — dabei das Molekiil intakt zu erhalten. Auch der Versuch, von 
ses | Pyrrolidoncarbonsiture auszugehen und mit Hilfe von dessen 
1eD Chlorid Polypeptide aufzubauen, mit der Absicht, das ent- 
_ standene Molekil dann zu reduzieren, um auf diesem Wege 

' mg Prolin zu gelangen, miblang. Es scheint mir aber doch 

| das erhaltene Ergebnis der Mitteilung wert, wonach es 
méglich ist, aus KiweiB einheitliche, mikro-krystal- 
linische Verbindnngen abzuscheiden, die mehrere 
1) — Aminoséiuren enthalten und dabei nach ihrem ganzen 
- Verhalten, nach dem Ergebnis der Elementaranalyse 
und auf Grund der Aminostickstoffbestimmung (es 
konnte kein solcher nachgewiesen werden) und endlich des 
negativen Versuches, ein Kupfersalz darzustellen, 
anhydridartig verkniipfte Aminosiuren enthalten 
miissen. Man muB freilich der Méglichkeit gedenken, daB Ring- 
schliisse bei der Gewinnung der isolierten Produkte sekundir 

erfolgt sein kénnen. Es hat diese Annahme allerdings im vor- 
liegenden Fall wenig Wahrscheinlichkeit fiir sich. Nur beim 

Prolin kénnte man sich vorstellen, daB es in Form von 6-Oxy-a- 
aminovaleriansiure zugegen war, und diese Aminosiure dann 

unter RingschluB Prolin hervorgehen laBt. Leider sind Ver- 
bindungen der isolierten Art in ihrer Struktur nicht leicht 
aufzukliren. Sie widerstehen der Einwirkung von Fermenten 
wenigstens zum Teil. Die Ringe lassen sich durch Kinwirkung 


SEC! aD BES aR ORR aR A RIS as 


RUS LE ILA RS 





AIST Rei Pe CSS BLUR REN NS 


ss —F von Saiure und von Alkali aufsprengen. Es ist jedoch nicht 
it — gegliickt, ein einheitliches Produkt zu fassen, Das spricht 
n  — vielleicht dafiir, daB die in der ersten Formel angenommene 


Struktur, wobei das Diketopiperazin Alanyl-leucinanhydrid an 
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verschiedenen Stellen aufgesprengt werden kénnte, vorhanden 
ist. Bei Apnnahme der in Formel 2 dargestellten Struktur 
ware eher ein einheitliches Produkt zu erwarten. Leider 
stehen von solchen Substanzen immer nur geringe Mengen 
zur Verfiigung, und es ist nicht immer méglich, sie in gleichem 
Reinheitsgrad immer wieder zu erhalten. 


Experimenteller Teil. 


1. Darstellung von d-Alanyl-glycin-anhydrid aus 
Seidenabfallen. 


Wir gingen von einem Handelsprodukt aus. Es wurden 
1000 g Seidenabfalle mit der dreifachen Gewichtsmenge 70°/, iger 
Schwefelsiure iibergossen. Unter wiederholtem Umschiitteln 
lieBen wir 52 Stunden bei 37° stehen. Es wurde dann unter guter 
Kiihlung mit der zehnfachen Menge Wasser verdiinnt und nun- 
mehr zuerst mit ganz fein gepulvertem Baryt die Schwefelsiure 
unter kriftigem Umriihren abgestumpft. Der letzte Rest der 
Siure wurde mit einer heibgesittigten Barytlésung quantitativ 
entfernt. Bei einiger Ubung und Anwendung ganz verdiinnter 
Lésungen von Schwefelsinre und auch von Baryt zur Ent- 
fernung der letzten Spuren des Baryts bzw. der Schwefelsaure, 
kommt man sehr rasch zum Ziel. Man stellt nun eine ganze 
Reihe von Flaschen, die mit groBen Trichtern versehen sind, 
auf. Am besten verwendet man Faltenfilter, deren Spitze man 
mit einem gehirteten Filter stiitzt. Nunmehr gieBt man die 
bariumsulfathaltige Fliissigkeit auf das erste Filter und wartet 
ab, bis das Filtrat vollkommen klar durchliuft. Sobald das 
der Fall ist, wird der Trichter auf eine andere Flasche auf- 
gesetzt. Auf die erste Flasche kommt ein neuer Trichter mit 
Filter. Wieder filtriert man, bis das Filtrat vollkommen klar 
ist. Der ganze Vorgang wird wiederholt. Man vermeidet so 
Verluste und hat nur ein Filtrat, das nicht vollkommen klar 
ist. Dieses wird dann durch einen gedichteten Filter filtriert. 
Man kann auch mit Vorteil das Filter mit Tierkohle dichten. 
Ferner kann man auch eine Nutsche mit Saugflasche ver- 
wenden. Auch hier empfiehlt es sich, durch das Filter zuerst 
etwas tierkohlehaltige Flissigkeit durchzusaugen. 
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Der Bariumsulfatniederschlag wird so lange mit Wasser 
ausgekocht, bis eine stark eingeengte Probe mit Ninhydrin 
keine Blaufarbung mehr gibt. Die sehr verdiinnten Auskoch- 
wisser kann man in Porzellanschalen auf dem Wasserbade 
konzentrieren. Die ersten Filtrate und die in der erwihnten 
Weise eingedampften Auskochwisser werden unter vermindertem 
Druck unter Anwendung eines Tropftrichters zur Trockene 
verdampft. Um die letzten Spuren von Wasser zu entfernen, 
dampft man 2—3 mal mit absolutem Alkohol ab. Der Riick- 
stand wird dann mit absolutem Methylalkohol tibergossen und 
unter Kinleitung von sorgfaltig getrocknetem Salzsiuregas in 
der bekannten Weise verestert. Die Veresterung wird zweimal 
vollzogen. Man dampft dann die salzsaure alkoholische Lésung 
unter vermindertem Druck zu Trockene, nimmt den Riickstand 
in Alkohol auf und leitet trockenes Ammoniakgas bis zur 
Sittigung ein. Von sofort ausfallendem Chlorammonium wird 
abfiltriert. Das Filtrat 1aBt man bei 37° stehen.’) Man erhilt 
so eine ganze Reihe von Krystallfraktionen. Die ersten ent- 
halten mehr oder weniger groBe Mengen von Chlorammon. 
Die Krystallmassen werden im Soxhletapparat mit Essigither 
ausgezogen. Der Auszug ergibt beim Einengen schéne Krystalle. 
Man erhilt so ohne weiteres reines Glycyl-d-alaninanhydrid. 
Die Ausbeuten schwanken. Die gréBte bis jetzt erhaltene 
Menge betrug 85 g aus 1000 g Seidenabfillen. Bei geeigneten 
Bedingungen liBt sich die Ausbeute sicherlich noch erhdéhen. 
Neben dem erwihnten Anhydrid erhalt man in wechselnden, 


_ jedoch stets kleinen Mengen Glycyl-l-tyrosinanhydrid und 


d-Alanylanhydrid. Die auf die beschriebene Art isolierten 
Diketopiperazine sind optisch nicht ganz einheitlich. Das 
Drehungsvermégen des Glycyl-d-alaninanhydrids schwankte 
zwischen — 3 und 4°. Es findet offenbar stets eiue Razemi- 


') Anmerkung: Will man ausschlieBen, dab aus etwa vorhandenen 
Aminosiureestern Anhydride hervorgehen, dann entfernt man diese so 
weit als méglich durch Destillation unter vermindertem Druck bei 60° des 
Wasserbades. Den Rest der Aminosiureester lést man in Ather. Der 
in diesem unldsliche Anteil wird in Alkohol gelést und so weiter be- 
handelt, wie beschrieben. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CXXXI. 20 
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sierung statt. Wir haben das so gewonnene Glycyl-d-alanin. | 


anhydrid zu verschiedenen Studien verwendet. 


Stufenweiser Abbau von Casein (Hammarsten). 


1 kg Casein wurde 2 Tage lang mit 5°/,iger Schwefel. 


siure am RiickfluBkiihler gekocht. Es zeigte sich, daB dix - 
Hydrolyse nur sehr langsame Fortschritte machte. Eine Prob: 


des Hydrolysates wurde in der iiblichen Weise aufgearbeitet, 


Es lieBen sich keine definierbaren Produkte isolieren. Da; | 
Hydrolysat wurde infolgedessen auf eine Konzentration von — 


10°), Schwefelsiiure gebracht und bei 80° weitere 4 Tage 


0 


erwarmt. Nunmehr wurde die Schwefelsiure in der oft ge} 


schilderten Weise mit Baryt entfernt und das Filtrat vom 


Bariumsulfat unter vermindertem Druck zur Trockene ver-} 
dampft. Der Riickstand wurde nach einiger Zeit fest. Ki} 
bestand zuniichst aus einem honiggelb gefairbten Sirup. Dich 
feste Masse wurde ganz fein gepulvert und in die Hiilse eines§ 








Dee eres: 


Soxhletapparates eingefiillt. Zunichst wurde mit Essigithef. 
im Soxhletapparat erschépfend ausgezogen. Der KEssigiither- z 
auszug triibte sich nach einigen Extraktionen. Es erschienef 
Krystallabscheidungen. Der Essigiitherauszug wurde nach er-f 


folgter Filtration eingeengt. Nach eingetretener Krystallisatiou 


wurde jedesmal filtriert. Die Krystalle zeigten alle def 
gleichen Zersetzungspunkt, nimlich gegen 250°. Erst baff 
ziemlich vollstiindiger Verdampfung des Essigiithers erschienci 
Krystalle, die einen bedeutend tieferen Zersetzungspunkt zeigten. — 


Zum Teil hinterblieb auch ein Ol, das erst allmihlich fest wurde 


Kine vollstandige Reinigung dieser Substanz gelang nicht. Voge 
dem gegen 280° sich zersetzenden Produkt wurden insgesam— 
21/, Gramm erhalten. Die Krystalle lésten sich leicht in Kis — 


essig. In Wasser waren sie schwer léslich. In heiBem Wasse — 


gelést, kamen sie nur schwer wieder zum Vorschein. Es mubtef 


ziemlich weit eingeengt werden. Es entstanden dabei Verluste. 


Die Substanz zeigte, in Hisessig gelést, eine spezifische Drehung F 


von etwa — 42,5° (l-Leucyl-d-valinanhydrid dreht — 50,2°, in 


ry! 


Kisessig gelést). Kine genaue Bestimmung des Drehungs- 


vermégens war nicht mdglich, weil die angewandte Lésung 
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‘mit Aceton ausgezogen. Beim Verdampfen des Acetonauszuges 
| hinterblieben braungefirbte Krystalle. Jhre Natur lieB sich 
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> zu verdiinnt war. 2g der Substanz unterwarfen wir der voll- 


stindigen Hydrolyse, indem wir mit 25°/, iger Schwefelsiure 


yam RiickfluBkihler kochten. Nach Entfernung der Schwefel- 


siure mit Baryt konnte beim Kinengen 1-Leucin leicht ab- 
getrennt werden. Wir stellten von ihm das charakteristische 
Kupfersalz dar. In der Mutterlauge verblieb Valin. Auch 


‘yon dieser Aminosiiture wurde das Kupfersalz gewonnen und 
vanalysiert. Die isolierten Mengen an beiden Aminosiiuren 
\betrugen: 1,02 g Leucin und 0,95 g Valin. 


1 VOnE® ; ; . 
Analyse des isolierten Produktes: 0,1131 g Substanz: 


0,2570 g CO, und 0,0967 g H,O. 

0,0514 g Substanz verbraucht 4,75 cem */,, n-H,SOQ,. 
Berechnet fiir C,,H,.O.N,: 62,21°/, C, 9,50°/, H und 13,21°/, N. 
Gefunden: 61,96°/, C, 9,50°/, H und 18,05°/, N. 


Kin Mischschmelzpunkt mit 1-Leucyl-d-valinanhydrid 
zeigte, daB diese Verbindung vorlag. 


Die mit Essigither erschépfte Substanz wurde nunmehr 


bisher nicht eindeutig aufklaren. Bei der vollstindigen Hy- 


sation — 
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drolyse derselben wurden Leucin, Valin und Glutamin- 


dexf siure gefunden, doch ist keine Gewihr vorhanden, da die 


' isolierten Substanzen einheitlich waren. 


Die mit Aceton erschépfte Substanz wurde nunmehr mit 
Methylalkohol ausgezogen. Beim Einengen der methylalko- 


 holischen Lésung fielen schneeweiBe Krystallmassen aus. Sie 
: wurden zunichst fiir ein Anhydrid gehalten. Es zeigte sich 
| jedoch, daB beim Kochen mit frisch gefilltem Kupferoxyd rasch 
- Blaufirbung auftrat. Auch konnte das Kupfersalz der Substanz 


isoliert werden. Die gewonnenen Krystalle (urspriingliche Sub- 
stanz!) wurden wiederholt aus Wasser umkrystallisiert. Die 


einzelnen Krystallfraktionen zeigten die gleichen Kigenschaften. 
' Schmelzpunkt unter Zersetzung gegen “72° Die spezifische 
Drehung der wiBrigen Liésung betrug — 11,50° (d-Alanyl-l- 
vleucin dreht — 17,21°). Die Substanz léste sich leicht in 
| Wasser, ebenso in Athylalkohol. 
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Analyse: 0,1054 g Substanz: 0,2048 g CO, und 0,0888 g H,0. 
4,24 mg Substanz: 0,382 mm N [19° 751 mm Hg]. 


Ber. fiir: 53,42°/, C, 8,97°/, H und 13,86°/° N. 
Gef. fir: 52,99 ,, 9,36 ,, ,, 18,98 ,, 


1 g der Substanz wurde in der iiblichen Weise der totalex 


Hydrolyse unterworfen. Isoliert werden konnten als Bausteine | 


Leucin und Alanin. Leider lieB sich die Menge der Spalt- 
produkte nicht genau bestimmen, weil beim Platzen eines 
Kélbchens etwas Hydrolysat verloren gegangen war. Der 
Mischschmelzpunkt mit reinem d-Alanyl-l-leucin ergab, dai 
die Annahme dieser Verbindung richtig war. 

Beim weiteren EKinengen der methylalkoholischen Lésung 
wurden weitere Krystalle erhalten. Sie waren jedoch stark 
verunreinigt. SchlieBlich verblieb ein brauner Sirup, der zu- 
nichst allen Bemiihungen, ihn in feste Form iiberzufiihren, 
widerstand. Der Sirup wurde wiederholt mit Petrolaither und 
dann mit Ather gewaschen. Er wurde bei dieser Behandlung 
heller und zugleich ziher. Es wurde dann der Sirup in heiBem 
Methylalkohol gelést und zu der heiBen Lésung so, lange 
Athylalkohol hinzugesetzt, bis eine Triibung entstand und be- 
stehen blieb. Beim Abkihlen der Lésung fiel nunmehr ein 
krystallinisches Pulver aus. Es war noch stark gelb gefarbt. 
Der ganze Vorgang wurde noch zweimal wiederholt, wobei 
Tierkohle zur, Anwendung kam. Es gelang so, ein schnee- 
weifes Produkt zu gewinnen. Insgesamt wurden 31/, g des 
gereinigten Produktes erhalten. Die Substanz wurde nun noch- 
mals aus hei®em Methylalkohol fraktioniert gefillt. Die ein- 
zelnen Fraktionen ergaben denselben Stickstoffgehalt. Auch 
waren Drehungsvermégen und Zersetzungspunkt gleich. 

Die Drehung betrug — 183° Schmp. 192° unter Zer- 
setzung. 


Analyse: 0,0312 g Substanz: verbraucht 3,32 cem 1/,. n-H,S0,. 
0,1214 g - 0,2654 g CO, und 0,0879 g H,0. 


Ber. fiir ein Produkt der Zusammensetzung: (C,H,NO, + C,H,,NO, + 
C,H,NO,). — 3H,O = C,,H,,N39,: 
59,78°/, CO, 8,189/, H und 14,959, N. 
» 9 14,89 ” 


Gef. 59,62 ,, 8,04 
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4 Die vyollstindige Hydrolyse der Substanz (2,75 g) ergab die 
Bausteine Prolin (und zwar erhielten wir nur inaktives Prolin), 
ferner 1-Leucin und d-Alanin. Die Trennung dieser Amino- 
siuren war leicht. Prolin wurde mit Alkohol aus dem Gemisch ? 
der Bausteine entfernt, Leucin als Kupfersalz abgeschieden 
und Alanin aus der Mutterlauge nach Entfernung des Kupfers 
mit Schwefelwasserstoff in reinem Zustande gewonnen. Die 
Mengen an den einzelnen Bausteinen betrugen: 
1,02 g Prolin, 0,92 g Leucin und 0,65 g Alanin. 








Uber die Triphosphonucleinsdure und iiber die Thyminsaure. 


(Krwiderung auf R. Feulgen u. Rosenbeck, Bd. 127, S. 67 
u. R. Feulgen, Bd. 128, S. 154). 


Von 
S. J. Thannhauser. 


(Aus der II, med, Klinik [F. Miiller]-Miinchen. ) 
(Der Redaktion zugegangen am 18, August 1923.) 


Die Triphosphonucleinsiure C,,H,.N,,0,,P, wurde ais 
einheitliches chemisches Individuum bereits von W. Jones u. 
German?) und von P. A. Levene?) in Zweifel gezogen. Es 
gelang mir in Gemeinschaft mit P. Sachs*) neue experimentelle 
Befunde beizubringen, die fiir die Existenz der Triphospho- 
nucleinsiure sprechen. In diesen Untersuchungen wurde 
gezeigt, daB es gelingt, die Triphosphonucleinsiiure in essig- 
saurer Loésung zu desamidieren (Desaminotriphosphonuclein- 
saure C,,H,.N,,O0,,P,), wiihrend der gleiche Desamidierungs- 
prozeB bei einem einfachen Nucleotid (Adenosinphosphorsiure) 
zur Hydrolyse des Nucleotidkomplexes fiihrt. Aus den Kr- 
gebnissen meiner Untersuchungen folgerte ich, daB das Molekiil 
der Hefenucleinsiure nicht nur durch Anhydrisierung der 
Phosphorsiuregruppen der einzelnen Nucleotidkomplexe aui- 
gebaut ist, sondern da neben den einzelnen Nucleotiden 


*) W. Jones u. German, Jl. of Biol. Chem. Bd. 25, S. 98 (1910). 

) P. A. Levene, Jl. of Biol. Chem. Bd. 40, S. 415 (1919); Bd. 43, 
S. 879 (1920). 

*) 8. J. Thannhauser u. P. Sachs, Diese Zs. Bd. 112, 8. 187 (1920). 
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Adenosin-*), Guanosin-*), Cytidin-%), Uridinphosphorsiiure*) ein 
fester gefiigter Komplex Adenosin- Guanosin - Cytidinphosphor- 
siure (Triphosphonucleinséiure) in dem groBen Molekiil vor- 
handen sei. R. Feulgen unterzieht neuerdings die Triphospho- 
nucieinsiiure einer Kritik, wobei er Versuche mitteilt, die sich 
damit beschaftigen, aus Hefenucleinsiiure, aus Siuren des 
Brucinsalzgemisches 185—1906° und aus ‘Triphosphonuclein- 
siure das Na-Salz der Guanylsiiure in vergleichender Menge 
darzustellen. Hierbei ist es nicht verwunderlich, daB Feulgen 
aus Hefenucleinsiure nach alkalischer Hydrolyse guanylsaures 
Natrium erhalt und auch aus dem von mir und Dorfmiiller® 
bereits vor 5 Jahren als Brucinsalzgemisch erkannten Brucin- 
sulz 185—190° (inaktive Triphosphonucleinsiure) guanylsaures 
Natrium darstellen kann. In der Hefenucleinsiure ist Guanyl- 
siure in erheblicher Menge in lockerer Phosphorsiureanhydrid- 
bindung vorhanden, neben dem fester gefiigten Trinucleotid 
in dem durch milde alkalische Hydrolyse der Hefenuclein- 
siure dargestellten Brucinsalzgemisch 185—190° ist sie als 
‘reies Nucleotid zugegen. Die Feststellungen Feulgens be- 
stiitigen also bei diesem Koérper bereits Bekanntes. Wie steht 
es nun mit der Triphosphonucleinsaiure? Zuerst stellt 
Heulgen fest, daB sie kein freies guanylsaures Natrium 
veigemengt enthalt wie das Brucinsalzgemisch 185—190°, 
veringe Beimengungen mit der Natriumacetatmethode glaubt 
feulgen zu erkennen (0,0117 g und 90,1000 g_ triphospho- 
vucleinsaures Na, freies guanylsaures Na 0,00072 und 00055 g’. 
lrotz dieses Befundes schreibt Feulgen: ,So bestiirkte sich 
die Vermutung, da8 das Guanosin, welches Thannhauser 
aus selner aktiven Triphosphonucleinsiure erhalten haben will, 


') S.J. Thannhauser u. G. Dorfmiiller (Vorl. Mittlg.) Chem. Ber. 
bd. 51, 8S. 467 (1918); Diese Zs. Bd. 107, S. 157 (1919). 

*) P. A. Levene, Jl. of Biol. Chem. Bd. 40, S. 171 (1919). 

) S.J.Thannhauseru. G. Dorfmiiller, Diese Zs. Bd. 104, 65(1918). 

YS. J. Thannhauser u. G. Dorfmiiller, Diese Zs. Bd. 100, 
S. 121 (1917). — P. A. Levene, Jl. of Biol. Chem. Bd. 41, S. 1 (1920). 

) 8S. J. Thannhauser und G. Dorfmiiller, Experim. Studien 
iber den Nucleinstoffwechsel VI. Diese Zs. Bd. 104, S. 67 (1918). 
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lediglich auf eine mechanische Beimengung von freier Guany]- 
siure zuriickzufiihren ist. Dieser Verdacht wurde zur Ge. 
wiBheit, als wir versuchten, aus dem aktiven triphosphonuclein- 
sauren Na durch sehr milde alkalische Hydrolyse die erwarteten 
und von ihm geforderten 33°/, guanylsaures Na zu gewinnen.‘ 
— Dieser Versuch verlief negativ. Fragen wir uns nun, ist 
Feulgen berechtigt aus dem Ausfall dieser Versuche zu sagen: 


,die Triphosphonucleinsiiure existiert nicht!“, so miissen wir f 
dies ganz entschieden verneinen. Feulgen hat zu meiner [- 
Freude gezeigt, daB die Triphosphonucleinsiure keine erheb- | 


lichen Beimengungen freier Guanylséure enthilt und daB es 
nicht gelingt, durch ,,sehr milde alkalische Hydrolyse die vor- 
gebildete Guanylsiure in Freiheit zu setzen. Dies war auch 
nach meinen Ausfiihrungen zu erwarten, da die Guanylsiure 
im Molekil der Triphosphonucleinsiure in festerer Bindung 
als nur durch die Phosphoranhydrisierung verankert ist. Der 
aus der Hefenucleinsiure durch milde Hydrolyse darzustellende 
Teil der Guanylsiure stammt eben nicht aus dem im grofen 
Hefenucleinséuremolekiil vorgebildeten fester gefiigten Tri- 
phosphonucleinséuremolekiil, sondern aus dem nur durch 
Phosphorsaiureanhydrisierung vorgebildeten Teil der einzelnen 
Mononucleotide. Um das in der Triphosphonucleinsaure vor- 
gebildete Guanylsiuremononucleotid zu erhalten, geniigt eine 
sehr milde alkalische Hydrolyse nicht, man muB stirkere 
Konzentrationen als Feulgen wihlen und dann zerfallen dic 
Nucleotide in Nucleoside (Guanosin, Adenosin usw.) und Phos- 
phorsiure. Die milde alkalische Hydrolyse Feulgens ge- 
niigt nicht, um einen Guanosinphosphorsaéurekomplex aus der 
Triphosphonucleinsiure in Freiheit zu setzen, dies ist ein 
Beweis mehr, da’ im Hefenucleinsduremolekiil neben den 
Mononucleotiden ein Komplex fester gefiigter Nucleotide vor- 
gebildet ist. 

Ich habe nun abermals versucht, durch stirkere alkalische 
Hydrolyse nach Levene die Triphosphonucleinsaiure  aui- 
zuspalten und die abgespaltenen Nucleotide quantitativ zu 
isolieren. Eine quantitative Bestimmung der Nucleoside aus 
dem Hydrolysengemisch ist nur fiir das Adenosin, nicht aber 
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fiir das Guanosin méglich. Das Guanosin fallt zum gréBeren 
Teil direkt aus dem Hydrolysengemisch aus, teils ist es im 
Bleiniederschlag der Phosphate enthalten und muB erst durch 
Zersetzung des Bleiniederschlages und abermalige Fallung in 
der Hitze mit Blei und hernach mit Ammoniak daraus isoliert 
werden. Derartige priparative Isolierungen sind natiirlich mit 
oydBten Verlusten verbunden und kénnen keinen Anspruch 
auf quantitative Verwertung haben. Anders steht es mit der 
lsolierung des Adenosins. Das Adenosin wird aus dem 
Hydrolysengemisch, nachdem das Guanosin und die Phosphate 
durch Blei niedergeschlagen und entfernt sind, als Pikrat 
cefallt. Diese Fallung ist annahernd quantitativ, wenn die 
Lisung und die zur Fallung beniitzte Pikrinlésung konzen- 
triert ist. Bei der quantitativen Hydrolyse der Triphospho- 
nucleinsiure kénnen wir also nur gute Werte fiir das Adenosin 
erwarten. 

Nach der Formel sind auf 1 Mol. Triphosphonucleinsiure 
| Mol. Guanosin, 1 Mol. Adenosin, 1 Mol. Cytidin zu erwarten. 


Angewandte Substanz 1,07 g. 
Berechnete Menge Guanosin 0,327 g. 


Gefundene __,, . 0,177 g. 
Berechnete Menge Adenosinpikrat 0,504 g = 0,303 g berechn. Adenosin. 
Gefundene __,, a 0,494 g = 0,296 g a - 


Diese Hydrolyse zeigt eindeutig, da8 nur so viel Adenosin 
gefunden wird, als die Formel der Triphosphonucleinsiure 
verlangt, daB also hier kein Gemisch vorliegen diirfte. 


In einem weiteren Versuche wurde einer Lésung von 
|'riphosphonucleinsiure eine Lésung krystallisierter Adenosin- 
phosphorsaure zugefiigt. Es krystallisiert beim Einengen eine 
etwas geringere Menge als die zugesetzte, sehr zur Krystalli- 
sation neigende, Adenosinphosphorsaéure aus. Bei einem Ge- 
misch ware zu erwarten, daB die zugesetzte reine Substanz 
als Impfkérper wirke und mehr als der Zusatz auskrystalli- 
sieren wirde. Auch direkt in Substanz zugesetzt, wirkt die 
Adenosinphosphorsaure in einer Lisung der Triphosphonuclein- 
siure nicht als Impfkérper. 
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Wenngleich ich anerkenne, da8 die Triphosphonuclein- 
siiure erst dann als chemisches Individuum volle Giiltigkeit 
haben wird, wenn es gelingt, sie nicht nur als Brucinsaiz, 
sondern auch als freie Siiure zu krystallisieren, so erhellt sich 
doch aus der Reihe der von mir und meinen Mitarbeitern 
festgelegten experimentellen Befunden, daB die Triphospho- 
nucleinsiure mit gré8ter Wahrscheinlichkeit ein einheitlicher 
Kérper ist, und dab wir in der Hefenucleinsiure mit zweierlei 
Arten der Verkettung der Mononucleotide zum groBen Poly- 
‘nucleotidmolekiil zu rechnen haben. Die Versuche von 
R. Feulgen haben zur Klirung dieser Frage nur insoweit 
beigetragen, als sie feststellten, da die Triphosphonuclein- 
siure keine wesentlichen Verunreinigungen von Guanosin- 
phosphorséiure enthilt. 

In einem weiteren Schriftsatz beschiftigt sich R. Feulgen 
mit der Arbeit von Thannhauser und Ottenstein itiber 
die Thyminséure. Ich habe in Gemeinschaft mit B. Otten- 
stein?) die Thymusnucleinsiure mit gesiittigter Pikrinsiure- 
lésung in der Hitze hydrolysiert und eine Reihe von Pyrimidin- 
nucleotiden aus dem Hydrolysengemisch als krystallisierte 
Brucinsalze isoliert. Bei der Besprechung dieser analytischen 
Resultate in der theoretischen Einleitung beschiftigten wir 
uns mit den bisher von anderen Autoren ausgefiihrten milden 
Hydrolysen der Thymusnucleinsiure. Hierbei ist uns im 
Wortsatz ein Fehler unterlaufen, der durch das Wort .,eben- 
falls“, S. 40, 4. Zeile, zu der irrigen Annahme fiihren kann, dab 
Kossel und Neumann mit 2°/iger Schwefelsiure dic 
Thymusnucleinsiiure hydrolysiert hatten. Kossel und Neu- 
mann haben lediglich durch Kochen mit Wasser die Thymus- 
nucleimséure hydrolysiert und eine amorphe Substanz  be- 
schrieben, die sie Thyminsiure nannten. 

Wir besprachen ferner die Hydrolyse der Thymusnuclein- 
siure von Levene, welcher durch Kochen mit 2°) iger 
Schwefelsiure die Purinnucleotide im Thymusnucleinsiure- 


S.J. Thannhauser und B. Ottenstein, Diese Zs. Bd. 1/4. 
S. 39 (1921). 
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komplex spaltet und nur Pyrimidinnucleotiden erhalt. Wir 
stellten durch unsere eigenen Analysenresultate fest, daB die 
Hydrolyse mit konzentrierter Pikrinsiure, wie wir sie aus- 
fiihrten, in gleicher Weise wie die stirkere Hydrolyse durch 
2°/,ige Schwefelsiure die Purinnucleotide vollstandig auf- 
spaltet und die Pyrimidinnucleotide intakt laBt. Feulgen 
fiihrte eine schwache Hydrolyse der Thymusnucleinsiure aus, 
indem er nach seinen eigenen!) Berechnungen in einer schwefel- 
sauren Lésung 4/, Stunde bei 80° hydrolysierte, die 2 g H,SO, 
auf 650, d.i. 7/, g auf 162,2 com enthalt. Bei dieser Hydro- 
lyse soll ein Kérper entstehen, den Feulgen als Thymin- 
siure bezeichnet und den er als amorphes Bariumsalz fallt 
and analysiert. 
-Phosphorsiiure—Kohlehy drat 
Bat 


\Phosphorsiiure— Kohlehydrat—Cytosin 
| 


Phosphorsiiure—K ohlehydrat —Thymin 

Bac “i 
\ Phosphorsiure—K ohlehydrat 

Von dieser Substanz sagt Feulgen selbst: ,,Kin weiteres 
Umfaillen des Kérpers ist zwecklos, eine Verbesserung wiirde 
dadurch nicht erzielt, héchstens kann man es durch Umfallen 
vor der Analyse etwas besser von den in erheblicher Menge 
mitgerissenen Bariumsalzen trennen.“ Was soll in einer der- 
artigen Substanz eine Bestimmung von P:Ba bedeuten, auf 
die von Feulgen weitgehende Schliisse aufgebaut werden? 

Kin weiterer Beweis fiir die obige Zusammensetzung dieser 
sogenannten Thyminsiure soll eine amorphe Fillung mit 


Phenylbydrazin sein, von der von Feulgen angenommen wird 
? oe) Ps 


dab es ein amorphes Phenylhydrazon dieses Kérpers sei, 
obgleich kein Beweis erbracht wurde, dai eine wirkliche 
ydrazonbildung vor sich gegangen ist. 

In unserer Arbeit sagten wir daher: ,,Auf der Analyse 
dieses Kérpers fuBend, erscheinen so weitgehende Schliisse 
wie die obige Formulierung sicherlich nicht zwingend.“ 


') Diese Zs. Bd. 128, 8. 158 (1928). 
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R. Feulgen erwidert auf diese Kinwande nicht mit | 


neuen experimentellen Befunden, sondern spricht Thann- 
hauser und Ottenstein das Recht ab, die Resultate ihrer 
Befunde der pikrinsauren Hydrolyse mit denen der Hydrolyse 
mit verdiinnter Schwefelsiure (wir sagten ca. 1°/,, nach 
Feulgen !/, g auf 162,2 ccm) zu vergleichen. 


R. Feulgen kommt zu dem SchluB: ,Wenn Thann- 
hauser und Ottenstein glauben, daf die von mir dar. 
gestellte Thyminsiure ein Gemisch sei, so steht es ihnen ja 
frei, dieses Gemisch (natiirlich ohne weitere hydrolytische Kin- 
griffe) aufzuteilen und nur der positive Ausfall eines solchen 
Versuches, vorgenommen an dem nach meiner Methode’ 
(im Original gesperrt) dargestellten tyminsauren Barium, wiirde 
ihre Anschauung bestiatigen.“ 


Ks ist nicht meine Aufgabe, die Befunde von R. Feulgen 
nachzuarbeiten. 


Es gibt aber ein viel einfacheres Mittel, die Starke de: 
hydrolytischen, von Feulgen einerseits und von Thannhauser 
und Ottenstein anderseits ausgefiihrten Eingriffe zu be- 
stimmen, indem man die Leitfaihigkeit der angewandten 
Medien ermittelt und daraus die H-Ionenkonzentratiou 
berechnet. 

Wasserstoffzahl einer 1/,°/,igen H,SO,. (Berechnet nach 
Kohlrausch-Holborn, II. Aufl. 1916.) 

1/,°/,iges H,SO, (ist fast genau "/,,). 
A = 225. 
Ag = 315 + 68 = 383. 


Dissoziationsgrad « = pe = 0,588. 


[Hy] = = 0,0588 = 0,588 « 107! i: 


II. Bei 20° gesiattigte Pikrinséurelésung = 1,225", 


— molar. (Diese Bestimmung verdanke ich dem liebens- 
sien Entgegenkommen des Herrn Dr. W. Lintzel.) 


1) Es diirfte bisher unbekannt sein, daB die Hydrolyse mit seb’ 
verdiinnter H,SO, eine Erfindung von R. Feulgen ist. 
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A bei 20° = 149,7. 
Aj. = annihernd 371. 





w= 7 = 0,404. 
x 1 Mol. 
[Hi = . 0,404 = 0,0216 ao 
fr , —, Mol. 
[H] = 0,216 x 10 a" 


Der Vergleich der H-Ionenkonzentration einer */,°/,igen 
H,SO, und einer gesittigten Pikrinsiurelésung zeigt, dab 
die H-Ionenkonzentration und demnach die _ hydrolytische 
Wirkung der 1/,°/, igen H,SO, nahezu 3 mal so groB als 
die einer gesittigten Pikrinsiurelésung ist. Wenngleich die 
von R. Feulgen angewandte H,SO,-Konzentration nicht 
', zu 100, sondern 1/, zu 162,2 ist, so geht doch aus 
diesen Zahlen hervor, daB wir sehr wohl berechtigt 
waren, unsere Hydrolysenresultate mit denen Feulgens 
zu vergleichen und die in der Arbeit von Thannhanser 
und Ottenstein niedergelegten Folgerungen zu ziehen. 





Uber die Thymolglucuronsiure. 
Von 


Katsumi Takao. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der kaiserlichen Universitit zu Kyoto, Japan. 


(Der Redaktion zugegangen am 1°. September 1923.) 


Blum!) hat gezeigt, dab das Thymol beim Menschen mit 
der Glucuronsiure gepaartim Harn ausgeschieden wird, wahrend 
dies beim Hunde nicht der Fall ist. Katsuyama und Hata’ 
untersuchten das Verhalten des Thymols im Organismus des 
Kaninchens und konstatierten, da die Thymolglucuronsiiure 
im Harn den Kérper verliBbt. 

Ich kann nicht recht glauben, da’ sich der Organismus 
des Hundes gegen Thymol ganz anders verhalten soll, als der 
des Menschen und des Kaninchens. Um mir dariiber Gewib- 
heit zu verschaffen, stellte ich am Hunde folgenden Versuch an. 

100g Thymol wurden in Einzeldosen von 1 ¢ oder etwas 
dariiber pro Tag und Kopf in Gelatinekapseln an drei Hunden 
verfiittert. Der Harn, welcher nach der Thymolfiitterung eut- 
leert wurde, war leicht linksdrehend und reduzierte nach mehr- 
stiindigem Erhitzen mit Mineralsiiure alkalische Kupferoxyd- 
losung. 

Um die linksdrehenden Kérper zu isolieren, wurden die 
Harnportionen, die der Hund nach der Thymolfiitterung ent- 
leerte, mit neutralem Bleiacetat versetzt und filtriert, das 
Filtrat mit basischem Bleiacetat gefallt, filtriert und mit Wasser 
gut ausgewaschen, der Niederschlag in Wasser fein verteilt, 





'! Blum, Diese Zs. Bd. 16, S. 514. 
?) Katsuyama und Hata, Chem. Ber. Bd. 31, 8. 2583. 
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durch Schwefelwasserstoff zerlegt und das vom Bleisulfid be- 
freite Filtrat unter vermindertem Druck bei 40° C eingeengt. 
Diese eingeengte Fliissigkeit wurde zunichst mit dem drei- 


fachen Volumen rauchender Salzséiure versetzt und dann mit | 


einer Lésung unterchlorigsauren Natrons so lange behandelt, 
his die Mischung von Fliissigkeit und Salzsiure eine gelbliche 
Karbe angenommen hatte. Nach 24—48stiindigem Stehen 
waren am Boden und an den Wanden des Gefifes nadel- 
formige Krystalle und eine gelbliche Breimasse entstanden. 
Vas alles wurde abfiltriert, mit Wasser ausgewaschen, in Soda- 
lésung aufgelést und diese Lésung nun durch Schiittelo mit 
Ather von Verunreimigungen befreit, vom Ather getrennt und 
dann mit Schwefelsiure angesiuert. Die dabei ausgeschiedenen 
feinen weifen Krystalle wurden abfiltriert, mit Wasser ge- 
waschen, in méglichst wenig Alkohol gelést und in eine groBe 
Menge Wasser gegossen. Darauf schieden sich wieder weife 
Krystalle ab. Durch mehrmalige Wiederholung dieser Ope- 
rationen wurden die Krystalle gereinigt und schlieBlich aus 
verdiinntem Alkohol langsam umkrystallisiert. 

Die so gereinigte Siéiure bildete farblose, nadelférmige 
Krystalle, die bei 118°—119° C schmolzen. Die alkoholische 
Lisung drehte die Ebene des polarisierten Lichtes nach links. 

Zur Bestimmung der spezifischen Drehung wurde eine alko- 
holische Lésung hergestellt. Der Gehalt an Substanz betrug 
in 100g Lésung 3,9497 g, das spezifische Gewicht der Lésung 
i.019¢g. Diese Lésung drehte bei 20°C und Natriumlicht in 
dem 2 dm-Rohr die Ebene des polarisierten Lichtes um 5,35° 
nach links. Mithin: 

[w]2° = — 66,469. 


| 


Die Analyse der Krystalle ergab einen mit der Dichlor- 
thymolglukuronsiure gut tibereinstimmenden Wert: 

0,1382 g Substanz ergaben 0,2332 g CO, und 0,0706 g H,O. 

Die Chlorbestimmung wurde nach Carius ausgefihrt. 

0,1036 g Substanz ergaben 0,0753 g AgCl. 


Ber. fiir C,,H,,0,Cl,: Gef. 
C 46,49°/, 46,02°/, 
H 5,33 5,67 


Cl 17,12 17,25 
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Um  Dichlorthymolglucuronsiure in Bariumsalz_ iibevr- 
zufiihren, wurden die Krystalle in Barytwasser gelist, das 
iiberschiissige Baryt durch Kohlensiure ausgefallt und die von 
Bariumcarbonat befreite Lésung auf dem Wasserbade ein- 
gedampft. Das so erhaltene Bariumsalz stellte eine weilie 
Masse dar, welche im Wasser leicht léslich war. 

Die Analyse der iiber Schwefelsiiure getrockneten Substan, 
ergab folgenden Wert: 

0,2546 g Substanz lieferten 0,0631 ¢ BaSQ,. 

Ber. fiir (C,,H,,O,Cl,\,Ba: 14,27°/, Ba. 
Gef. 14,57 

Hiernach ist es héchst wahrscheinlich, daB die erhaltene 
Saéure mit der von Blum und anderen erhaltenen Dichlor- 
thymolglucuronsiaure identisch ist. So ist mit Sicherheit nacli- 
gewiesen, daB das Thymol auch im Organismus des Hundes 
wie in dem des Menschen und des Kauinchens sich mit 
(lucuronsiure verbindet und im Harne ausgeschieden wird, 
wenn auch die Menge der Verbindung beim Hunde nur selir 
gering ist. 







































Uber den Abbau des d-Glucosamins 
durch Mikroorganismen. 
Von 
Katsumi Takao. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der kaiserlichen Universitat zu Kyoto, Japan.) 
(Der Redaktion zugegangen am 19. September 1923.) 


Vor langerer Zeit untersuchte Georg Ledderhose?) die 
Faulnisprodukte des d-Glucosamins und konstatierte, daB sich 
Essigsiure und Buttersiure gebildet hatten. Danach wiesen 
Kmil Abderhalden und Andor Fodor?) unter den Abbau- 
produkten des d-Glukosamins durch die Bakterienarten der 
Subtilisgruppe Propionsiure und d-Michsiure nach. Sie arbeiteten 


jedoch nicht mit der Reinkultur der Bakterien, sondern mit 


verfaultem Pankreas von Kaninchen und fiigten auBerdem der 
Nihrlésung Traubenzucker und Witte-Pepton zu. Daher ist es 
nicht ausgeschlossen, wie Kurt Meyer sagte, daB ein Teil der 
erhaltenen Sauren, vor allem die Milchsaure ihre Entstehung 
dem Traubenzucker zu verdanken hatte. In neuerer Zeit 
untersuchte Kurt Meyer’) das Verhalten einiger Bakterien- 
arten d-Glucosamin gegeniiber und beobachtete dabei die 
Bildung von Gasen und Sauren. Allein aus seiner Mitteilung 
ist nicht zu ersehen, was fir Saéuren dabei entstanden waren. 
Ich habe mir daher die Aufgabe gestellt zu untersuchen, welche 
Siuren sich bei der Einwirkung gewisser Bakterienarten auf 
d-Glucosamin bilden. 


‘) Georg Ledderhose, Diese Zs., Bd. 4, S. 150 (1880). 

*) Emil Abderhalden und Andor Fodor, Diese Zs., Bd. 87, 
S. 214 (1918). 

*) Kurt Meyer, Biochem. Zs., Bd. 57, S. 297 (1913). Bd. 58, 
S. 415 (1914). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXXI. 21 
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Experimenteller Teil. 


Versuche mit Bacillus subtilis. 


Die in diesem Versuch gebrauchten Bacillen stammtey 
aus dem mikrobiologischen Institut dieser Universitit, und 
d-Glucosamin stellte ich selbst aus Hummerschalen dar. 


Versuch 1. 


Die in diesem Versuch verwendete Niahrlésung hatte folgende 
Zusammensetzung: 


I. Natriumeblorid. ...... 50g 
Monokaliumphosphat. . . . . 20g 
Magnesiumsulfat . .... . Og 
Ammoniumearbonat. . . . . 10g 
Calciumearbonat . . .. . . 50g 
Aqua destillata. . . . . . ad 500 ccm 

Il. d-Glueosaminchlorhydrat . . . 20,0¢ 
Aqua destillata. . . . . . ad 500 ccm 


Beide Lésungen wurden drei T'age, jeden l'ag eine Stunde 
lang, bei 100° C im Kochschen Dampftopf sterilisiert, vereinigt 
und auf vier kurzhalsige Kolben verteilt, welche vorher samt 
ihren Wattepfropfen trocken sterilisiert worden waren. Daraut 
wurde die Bacillensuspension in die Kolben eingegossen, 56 Tage 
bei 37° C im Brutschrank gehalten und taglich einmal leicht 
geschiittelt. Im der Mischung wuchsen die Bacillen nicht sehr 
gut. Daher fiigte ich von Zeit zu Zeit Bacillensuspension hinzu. 

Nach Feststellung der bakteriologischen Reinheit vereinigte 
ich den Inhalt der vier Kolben in einem Destillierkolben und 
engte unter vermindertem Druck bei 35°C ein. Dem Riick- 
stand wurde eine kleine Menge Wasser zugefiigt und die Lisung 
mit Phosphorsiure stark angesauert und filtriert. Dieses Filtrat 
wurde 72 Stunden lang im Extraktionsapparat mit Ather extra- 
hiert. Nach dem Abdestillieren des Athers blieben weibe 
Krystalle zuriick. 

Die Krystalle wurden von der Mutterlauge abgetrennt, 
einige Male mit wenig Ather ausgewaschen und aus heiBem 
Wasser umkrystallisiert. Diese Krystalle nochmals in Wasser 
gelést, mit reinem Bleioxyd auf dem Wasserbad erhitzt, filtriert 
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und gut mit Wasser ausgewaschen. Aus dem Riickstand 
wurde das Blei durch Schwefelwasserstoft entfernt, das Filtrat 
auf dem Wasserbad stark eingedampft und mit Ather erschipft. 
Nach dem Verdunsten des Athers blieben 1,25 g Krystalle zuriick. k 

Diese Krystalle stellten farblose, vierseitige Nadeln, oder i! 
sechsseitige T'afeln dar, enthielten kein Krystallwasser und 
schmolzen bei 183—184° C (unkorr.). Beim Erhitzen mit saurem 
schwefelsauren Kali sublimierten sie und erzeugten dabei zum 
Husten reizende Dampfe. Dazu zeigten sie die Neubergsche 
Pyrrolreaktion der Bernsteinsiure. 

Die iiber Schwefelsiure bis zur Gewichtskonstanz ge- 
trocknete Substanz ergab folgenden mit der Bernsteinsiure gut 
libereinstimmenden Analysenwert: 


na 


0,1923 g Substanz ergaben 0,2844 g CO, und 0,0954 g H,0. | 
Ber, fiir C,H,0, 40,67 oP CS 5,21, H 
Gef. 40,35°/,, 5,55°/, 


0,1652 g Substanz verbrauchten zur Neutralisation 27,8 ccm n/10 


je J NaOH (Phenolnaphthalein als Indicator). 

at Ber. fiir 0,1652 g C,H,(COOH), 28,0 cem n/10 NaOH 

at Gef. 27,8 ,, - 

nf Kine kleine Menge der Krystalle wurde in der iiblichen | 

1o ff Weise in Calciumsalz umgewandelt, bei 110°C bis zur Gewichts- | 

ht |e  konstanz getrocknet und analysiert. | 

uv § 0,1372 g Substanz ergaben 0,0496 g CaO. 

il. Ber. fiir C,H,0,Ca 25,67°/, Ca 

— Gef. 25,84 °/, 

d & Die Mutterlauge, welche von den ausgeschiedenen Bernstein- 

«- — saurekrystallen entfernt worden, und der Waschither wurden l 

 [— vereinigt, nach dem Verdunsten des Athers in Wasser auf- | 

it [— genommen, mit Bleicarbonat gekocht, filtriert und gut aus- ; 

i: [— gewaschen. Aus dem Filtrat wurde das Blei durch Schwefel- | 

ie —% wasserstoff gefallt, die vom Bleisulfid abfiltrierte Lésung auf ! 
| dem Wasserbad eingedampft und mit Ather extrahiert. Nach | 

t, [— dem Verdunsten des Athers wurde der Riickstand in Wasser 

m —&  gelést, mit reinem Zinkoxyd gekocht und filtriert. Das Filtrat | 

¢  @ wurde auf dem Wasserbad bis zur beginnenden Krystallisation L 

‘tt # des Zinksalzes eingedampft und im Exsiccator auskrystallisiert. i 
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Das durch Umkrystallisation aus heiBem Wasser gereinigte 
Zinksalz zeigte Rechtsdrehung und die Farbenreaktionen der 
Milchsiure. Aber die Menge der Krystalle war fiir die Ana- 
lyse zu gering. Deshalb wurden die Krystalle mit dem in 
den folgenden Versuchen gewonnenen Zinksalz vereinigt und 
analysiert. 

Zur Kontrolle wurde die im obigen Versuch gebrauchte 
Nahrlésung ohne Zusatz von Bakterien 52 Tage im Brutschrank 
bei 37°C gelassen. Zwar wurde die Lésung mit den Tagen 
immer dunkelbrauner, Bernsteinséure und Milchsiure lieBen 
sich jedoch darin nicht nachweisen. 


Versuch 2. 


In diesem Versuch brauchte ich dieselbe Salzmischung 
wie im Versuch 1. In dieser Mischung wurden 3 g Pepton 
und 30g d-Glucosaminchlorhydrat gelést. Nach Zusatz von 
Heubacillen wurde die Lésung 50 Tage im Brutschrank stehen 
gelassen, 

Nach Feststellung der bakteriologischen Reinheit wurde 
die Lésung in ganz gleicher Weise wie im Versuch 1 behandelt 
und daraus 1,8 g Bernsteinsiure und ein wenig Zinklaciat 
isoliert, 

Die Bernsteinsdéurekrystalle wurden bei 110° C getrocknet 
und analysiert, 

0,1436 g Substanz ergaben 0,2128 g CO, und 0,0704 g H,0. 

Ber. fiir C,H,O, 40,67°/, C §,12°/, H 
Gef. 40,42 5,49 

0,2216 g Substanz verbrauchten zur Neutralisation 37,1 ecm n/!0 
NaOH (Phenolnaphthalein als Indicator). 

Ber. fiir 0,2216 g C,H,COOH), 87,5 ecm n/10 NaOH 
Gef. 87,1 ,, a 


0,1290 g Calciumsalz ergaben 0,0462 g CaO. 
Ber. fiir C,H,O,Ca 25,67°/, Ca 
Gef. 25,59 


Versuch 38. 


Dieser Versuch wurde in ganz gleicher Weise wie Versuch 2 
ausgefiihrt, Nach 63t&gigem Stehenlassen im Brutschrank be! 


Pent tr 
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handelt, und ich konnte daraus 1,85 g Bernsteinsiure und ein 
wenig Zinklactat isolieren. 
Die Bernsteinsiiure zeigte folgende Analysenzahl: 
0,1471 g Substanz ergaben 0,2192 g CO, und 0,0706 ¢ H,O. 
Ber. fir C,H,0O,  40,679/, © —-5,12%/, H 
Gef. 40,65 5,37 


0,1676 g Substanz verbrauchten zur Neutralisation 28,1 cem n/10 
NaOH (Phenolphthalein als Indicator). 


Ber. fiir 0,1676 ¢ C,H,(COOH), 28,4 eem n/10 NaOH 
Gef. 28,1 ,, Pe 


0,1731 ¢ Calciumsalz ergaben 0,0624 g CaO. 
Ber. fiir C,H,0,Ca 25,67°/, CaO 
Gef, 25,76 


Versuch 4. 


Dieser Versuch wurde in ganz gleicher Weise wie Versuch 2 
ind 3 ausgefiihrt (60 tigiges Verweilen im Brutschrank). Es 
wurden 1,8g Bernsteinsiure und ein wenig Zinklactat isoliert. 

Die Bernsteinsiure ergab folgenden Analysenwert: 

0,1612 g Substanz ergaben 0,2385 g CO, und 0,0786 g H,0. 

Ber. fir C,H,O,  40,67°/, © —-5,12°/, H 
Gef. 40,36 5,46 

0.1013 g Substanz verbrauchten zur Neutralisation 17,2 cem n/10 

NaOH (Phenolphthaleiu als Indicator). 
Ber. fiir 0,1013 g C,H,(COOH), 17,2cem n/10 NaOH 
Gef. 2 . “i 
0,1268 g Calciumsalz ergaben 0,0450 g CaO. 
Ber. fiir C,H,0,Ca 25,67°/, Ca 
Gef. 25,36 

Die Zinksalze, welche bei den Versuchen 1—4 gewonnen 
worden, wurden vereinigt, in Wasser gelést und durch Schwefel- 
wasserstoff vom Zink befreit. Die vom Zinksulfid abfiltrierte 
Lisung wurde auf dem Wasserbad verdampft und mit Ather 
extrahiert. Nach dem Abdestillieren des Athers wurde der 
Niickstand mit Wasser und Bleicarbonat gekocht und filtriert. 
Aus dem Filtrat wurde das Blei durch Schwefelwasserstoff ent- 
fernt, das Filtrat auf dem Wasserbad eingeengt und mit Ather 
extrahiert. Nach dem Verdunsten des Athers wurde der Riick- 


379 C wurde das Reaktionsgemisch in der iiblichen Weise be- 
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stand mit Wasser und Zinkoxyd gekocht, filtriert und auf den, 
Wasserbad bis zur beginnenden Krystallisation eingedampit. 

Das durch Umkrystallisieren aus heiBem Wasser gereinicte 
Zinksalz drehte die Ebene des polarisierten Lichtes nach 
rechts und die Analyse ergab folgende Werte: 

0,0854 g Substanz verloren bei 110°C 0,0116 g H,O. 

Ber. fiir (C,H,0,),2n.2H,O — 12,89°/, H,O 
Gef. 13,58 
0,1087 g wasserfreies Zinksalz ergaben 0,0365 g ZnO. 
Ber. fiir (C,H;O,),Zn 26,85°/, Zn 
Gef. 26,98 

Aus den analytischen Daten und den optischen Higen- 
schaften geht hervor, daB das gewonnene Zinksalz héchst wahr- 
scheinlich mit l-milchsaurem Zink identisch ist. 

Zur Kontrolle wurden die Salzlésungen, die in den obigen 
Versuchen verwendet worden, mit 5g Pepton und Heubacillen- 
suspension (ohne Zusatz von d-Glucosaminchlorhydrat) 62 und 
63 Tage im Brutschrank gehalten. In beiden Versuchen konnte 
ich weder Bernsteinsiure noch Milchsiure nachweisen. 


Versuch 5. 


In den Versuchen 1—4 erhielt ich unter den Abbau- 
produkten des d-Glucosamins durch Heubacillen immer reichlicii 
Bernsteinsiure und ein wenig Milchsiure. Ich glaubte nun, 
daB es interessant sein miisse, unter Verwendung einer anderen 
Nahrlésung die bakteriellenSpaltungsprodukte des d-Glucosamins 
zu untersuchen. So benutzte ich in diesem Versuch eine 
Nahrlésung von folgender Zusammensetzung: 


I, Hendersons Phosphatmischung. . 100g 
Kaliumoblioxsid. =. 2. 2. 1. 1 s « ») 1D 
Ammoniumehlorid ...... .  1i1,0,, 
Magnesiumsulfat. . .... .. O,1,, 
Aqua destillata . ... . . . ad 500cem 

II. d-Glucosaminchlorhydrat. . . . . 250g 
Aqua destillata . . . . . . . ad 500cem. 


Nach der Sterilisierung wurden beide Lésungen vereinigt 
und unter Zusatz von Agarkulturen der Heubacillen 45 'l'age 
im Brutschrank stehen gelassen. 
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Nach Feststellung der bakteriologischen Reinheit wurde 
in derselben Weise wie in den obigen Versuchen verfahren. 
Ich erhielt zwar ein wenig Zinklactat, aber keine Bernsteinsiure. 


Versuch 6. 


Dieser Versuch wurde in ganz gleicher Weise wie Ver- 
such 5 ausgefiihrt (Verweildauer im Brutschrank 63 Tage). 
Ich konnte weder Bernsteinsiure noch Milchsiure nachweisen. 


Versuche mit Colibacillen. 


Die in diesen Versuchen gebrauchten Colibacillen stammten 
aus dem mikrobiologischen Institut dieser Universitit, wihrend 
d-Glucosamin aus Krebsschalen dargestellt wurde. 


Versuch 1. 


Die verwendete Niahrlésung hatte folgende Zusammen- 
setzung: 


I. Natriumehlorid. . . .. . 50g 
Monokaliumphosphat. . . .  2,0,, 
Magnesiumsulfat . . . . . O,1,, 
Ammoniumearbonat . . . . 1,0,, 
Calciumcarbonat >. 
Aqua destillata. . . . . ad 500ccm 

1]. d-Glucosaminchlorhydrat . . 20,0g 
Aqua destillata. . . . . ad 500ccm. 


Nach der Sterilisierung wurden beide Lésungen vereinigt 
und auf vier mit Wattepfropfen versehene, trocken sterilisierte 
Kolben verteilt. In diese Kolben wurde die Bacillensuspension 
sebracht, welche aus 50 verschiedenen Agarkulturen stammte. 
Das Gemisch wurde bei 87° C 56 Tage im Brutschrank stehen 
gelassen und tiaglich einmal leicht geschiittelt. An der Ober- 
Hiiche der Nahrlésung entwickelten sich die Bakterien sehr 
gut, und mit jedem Tage nahm die Triibung der Lésung zu, 
bis diese endlich allmihlich dunkelbraun geworden war. Nach- 
lem das Gemisch 56 Tage im Brutschrank gelassen und die 
Reinheit der Bakterien festgestellt worden war, wurde es unter 
vermindertem Druck eingedampft, mit Phosphorsiure stark an- 
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gesiuert und filtriert. Das Filtrat wurde 72 Stunden lang im 
Extraktionsapparat mit Ather extrahiert. Nach dem Ver. 
dunsten des Athers schieden sich reichlich weiBe Krystalle aus, 
Diese Krystalle wurden einige Male mit ein wenig Ather ge. 
waschen und aus heiBem Wasser umkrystallisiert (1,2g). Dic 
Krystalle schmolzen bei 183°—184° C, und der Analysenwert 
stimmte mit der Bernsteinsiure gut iiberein. 


0,1580 g Substanz ergaben 0,2333 g CO, und 0,0705 g H,0O. 
Ber. fiir C,H,O, 40,67°/, C 5,12°/, H 
Gef, 40,28 5,31 


0,1038 g Substanz verbrauchten zur Neutralisation 17,4 cem n 1) 
NaOH (Phenolphthalein als Indicator). 


Ber. fiir 0,1038 ¢ C,H,COOH), 17,6 ecem n/l10 NaOH 
Gef. 17,4 ” ” 


0.1158 g Calciumsalz ergaben 0,0412 g CaO. 
Ber. fiir C,H,0,Ca —. 25,67°/, Ca 
Gef. 25,43 
Die von Bernsteinsdurekrystallen befreite Mutterlauge und 
der Waschiather wurden vereinigt, nach dem Abdestillieren des 
Athers der Riickstand in Wasser gelést, mit reinem Bleicarbo- 
nat gekocht, filtriert und gut ausgewaschen. Das Filtrat wurd: 
durch Schwefelwasserstoff vom Blei befreit. auf dem Wasser- 
bad eingedampft und mit Ather erschipft. Nach dem Ver- 
dunsten des Athers wurde der Riickstand in Wasser aut: 
genommen, mit tiberschiissigem Zinkoxyd gekocht und filtriert. 
Das Filtrat und das Waschwasser wurden vereinigt und aut 
dem Wasserbad bis zur beginnenden Krystallisation eingeengt. 
Dieses Zinksalz drehte die Ebene des polarisierten Lichtes 
nach links und gab die Farbenreaktionen der Milchsiiure. 
Aber die Menge war fiir die Analyse zu gering. Daher wurde 
es mit den in den folgenden Versuchen erhaltenen Zinksalzen 
vereinigt und analysiert. 


Versuch 2. 


In diesem Versuch wurden der Nahrlésung I 5g Peptou 
zugefiigt, und die Lésung II enthielt 30g d-Glucosaminchlor- 
hydrat. Der Versuch wurde wie Versuch 1 ausgefiihrt (Ver- 
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weildauer im Brutschrank 63 Tage). Aus dem Reaktionsgemisch 
erhielt ich 1,5g Bernsteinsiure und ein wenig Zinklactat. 
Die Bernsteinsiure wurde bei 110°C. getrocknet und 
analysiert. 
0,1790 g Substanz ergaben 9,2674 g CO, und 0,0892¢ H,O. 
Ber. fiir C,H.O,  40,67°/,C —-5,129/, H 
Gef. 40,34 5,58 


0,1176 g Substanz verbrauchten zur Neutralisation 19,7 cem n/10 
NaOH (Phenolphthalein als Indicator). 


Ber. fiir 0,1176 g C,H,(COOH), 19,9 cem n/10 NaOH 
Gef. my . ‘ 


0,0824 g Calciumsalz ergaben 0,0289 g CaO. 


Ber. fiir C,H,O,Ca 25,67°/, Ca 
Gef. 25,07 


Versuch 3. 


Dieser Versuch wurde in ganz derselben Weise wie 
Versuch 2 ausgefiihrt, und aus dem Reaktionsgemisch wurden 
18g reine Bernsteinsiure und ein wenig Zinklactat erhalten. 

Die Bernsteinsiure ergab folgenden Analysenwert: 

0,1438 g Substanz ergaben 0,2145 g CO, und 0,0710g H,0O. 

Ber. fiir C,H,O, 40,67°/, C §,12°/, H 
Gef. 40,69 5,53 


0,1293 'g Substanz verbrauchten zur Neutralisation 22,1 cem n/10 
NaOH (Phenolphthalein als Indicator). 


Ber. fiir 0,1293 g C,H,(COOH), 21,9cem n/i0 NaOH 
Gef. 22,1 ,, e 


0,1528 g Calciumsalz ergaben 0,0537 g CaO. 
Ber. fiir C,H,O,Ca 25,67°/, Ca 
Gef. 25,12 


Versuch 4. 


Die in diesem Versuch verwendete Niahrlésung betrug 
20,0 g d-Glucosaminchlorhydrat. Im iibrigen war alles gleich 
Versuch 2 und 38. Nach 50tigigem Stehenlassen im Brut- 
schrank wurde das Gemisch in der iiblichen Weise behandelt, 
und ich erhielt daraus 1,14 g reine Bernsteinsiure und ein 
wenig Zinklactat. 
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Die Bernsteinsiure zeigte folgende Analysenzahl: 


0,1760 g Substanz ergaben 0,2593 g CO, und 0,0868 g H,0O. 
Ber. fiir C,H,O,: 40,67°/, C; 5,12°/, H. 
Gef. 40,19 5,52 
0,1532 g Substanz verbrauchten zur Neutralisation 25,7 ecm n/10 NaOH 
(Phenolphthalein als Indicator). 
Ber. fiir 0,5312 g C,H,(COOH),: 25,95 cem n/10 NaOH. 
Gef. 9.7 . 
0,1232 g Calciumsalz ergaben 0,0435 g CaO. 
Ber. fiir C,H,0,Ca: 25,87°/, Ca 
Gef. 25,23 
Die Zinksalze, welche beiden Versuchen 1 —4 erhalten worden, 
wurden vereinigt, in Wasser gelést, durch Schwefelwasserstoff vom 
Zink befreit, auf dem Wasserbad stark eingedampft, mit Blei- 
carbonat erwarmt und vom iiberschiissigen Bleicarbonat abfiltriert 
Das Filtrat wurde durch Schwefelwasserstoff entbleit, auf dem 
Wasserbad eingeengt und mit Ather extrahiert. Nach dem Ab- 
destillieren des Athers wurde der Riickstand in Wasser aut: 
genommen, mit reinem Zinkoxyd gekocht und filtriert. Das Filtrat 
wurde auf dem Wasserbad bis zur beginnenden Krystallisation 
des Zinksalzes eingedampft und im Exsiccator auskrystallisiert. 
Das durch Umkrystallisation aus heiBem Wasser ge- 
reinigte Zinksalz drehte die Ebene des polarisierten Lichtes 
nach links und zeigte folgenden Analysenwert: 


0,1408 g Substanz verloren bei 110°C 0,0186 g H,0O. 
Ber. fiir (C;,H;0,),Zn+2H,O: 12,89°/, H,O. 
Gef. 13,21 
0,1226 g wasserfreies Zinksalz ergaben 0,0407 g ZnO. 
Ber. fiir (C,H,O,),.Zn: 26,85°/, Zn 
Gef. 26,76 

Die analytischen Daten und die optischen EHigenschaiten 
zeigen, daB das Zinksalz, welches unter den Spaltungsprodukten 
des d-Glucosamins durch Colibazillen gefunden wurde, mit 
d-milchsaurem Zink nicht identisch ist. 

Zur Kontrolle wurde die Niahrlésung, welche im Ver- 
such 2—4 gebraucht worden, ohne Zusatz von d-Glucosamin- 
chlorhydrat im Brutschrank der Einwirkung der Colibacillen 
ausgesetzt (Dauer 56 Tage). In der Mischung konnte ich 
weder Bernsteinsiure noch Miichsaiure nachweisen. 















Versuche mit Bacillus prodigiosus. | 
Versuch 1. 


Die in diesem Versuch gebrauchten Nihrlésungen waren: 


Uber den Abbau des d-Glucosamins durch Mikroorganismen. 317 






























OH I, Natriumchlorid 5,0 g, | 
Monokaliumphosphat TF, | 
Magnesiumsulfat . Ot, F 
Ammoniumearbonat . 1,0 ,, 
Caleciumearbonat . 5,0 ,, | 
Aqua destillata ad 500 eem 
| II. d-Gluecosaminchlorhydrat . 30,0 g | 
en, Aqua destillata ad 500 cem. 
a Nach ihrer Sterilisation wurden beide Lésungen vereinigt, | 
et aul zwei trocken sterilisierte Kolben verteilt und unter Zusatz : 
” von Bacillus prodigiosus 60 Tage im Brutschrank bei 30° C | 
“ gehalten. | 
Lb : Nach Feststellung der bakteriologischen Reinheit wurde | 
- die Mischung in einer Porzellanschale auf dem Wasserbad 
P bis zur Sirupkonsistenz eingedampft. Der erhaltene Sirup 
Ol wurde sodann mit Phosphorsiiure stark angesiiuert, filtriert 
sis und 72 Stunden lang im Extraktionsapparat mit Ather extra- 
a hiert. Nach dem Verdunsten des Athers zeigte sich eine 
- kleine Menge sirupésen Riickstandes, aber keine Krystalle. 
Der Riickstand wurde mit einer kleinen Menge Wasser 
und Bleicarbonat gekocht, filtriert und gut ausgewaschen. 
Das Filtrat wurde durch Schwefelwasserstoff entbleit, auf 
| dem Wasserbad eingedampft und mit Ather erschépft. Nach 
| dem Verdunsten des Athers wurde der Riickstand mit Wasser 
uid Zinkoxyd gekocht, filtriert und auf dem Wasserbad bis | 
en & zur beginnenden Krystallisation eingedampft. ! 
en Das durch Umkrystallisation aus heiBem Wasser gereinigte | 
nit J Zinksalz ergab einen mit l-milchsaurem Zink gut iiberein- | 
| stimmenden Analysenwert. 
er. Die waBrige Lisung, welche 0,4326 g wasserfreies Zinksalz 
in- J in 15 ccm enthielt, drehte bei 20° C im 2 dm-Rohre die Ebene 
en J des polarisierten Lichtes nach rechts um 0,45°% Hieraus_ be- 


ch JE rechnet sich: 
; [a]? = + 7,80°. 
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0,3373 g Substanz verloren 0,0452 g H,O bei 110° C. 
Ber. fiir (C,H,O,),Zn.2H,O: 12,89°/, H,O 
Gef. 13,50 


0,2921 g wasserfreies Zinksalz ergaben 0,0995 g ZnO 
Ber. fiir (C,H;03),Zn: 26,85°/, Zn. 
Gef. 27,09 


Versuch 2. 

Dieser Versuch wurde in ganz gleicher Weise wie der 
voriibergehende Versuch ausgefiihrt (Verweildauer im Prut- 
schrank bei 30°C 60 Tage). Aus der Mischung wurde 1-milch- 
saures Zink isoliert. 

Die waBrige Lésung, welche in 15 ccm 0,3582 g wasserfreies 
Zinksalz enthielt, drehte 20° C im 2 dm-Rohre die Ebene des 
polarisierten Lichtes nach rechts um 0,40°. Hieraus ergibt sich: 

[a]? = + 838° 
0,5210 g Substanz verloren 0,0676 g H,O bei 110°C. 
Ber. fiir (C;H,O,),.Zn+>2H,O: 12,89°/, H,O. 
Gef. 12,98 
0,1026 g wasserfreies Zinksalz ergaben 0,0342 g ZnO. 
Ber. fiir (C,H,O,),Zn: 26,85°/, Zn. 
Gef. 26,78 

Zur Kontrolle wurde die Nahrlésung, welche im obigen 
Versuch verwendet worden, ohne Zusatz von d-Glucosamin- 
chlorhydrat der Einwirkung der Prodigiosusbacillen ausgesetzt 
Verweildauer im Brutschrank bei 30° C 60 Tage). In der 
Mischung konnte ich keine Milchséure nachweisen. 


Zusammenfassung. 

Durch meine Versuche wurde festgestellt, daB aus d-Glu- 
cosamin 

1. Bernsteinsiure und 1-Milchsiure durch die Einwirkung 
vom Bacillus subtilis, 

2. Bernsteinsiure und d-Milchsiure durch Colibacillen und 

3. 1-Milchséure durch Bacillus prodigiosus 
gebildet werden. 

Die Bildung von Gasen und fliichtigen Fettsiuren habe ich 
diesmal auBer dem Bereiche meiner Untersuchung gelassen, habe 
aber die Absicht, mich bei naichster Gelegenheit damit zu befassen. 
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